(19)

FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE

"

(72)

(74

(54

SUOMI - FINLAND
(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN

Hakija - S6kande - Applicant

(10)
(12)

@1
61N

(22)
(23)
41)
(43)
(86)

F1 930896 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 930896

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

A23K 3/03

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 27.08.1991
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 26.02.1993
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 26.02.1993
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 27.08.1991 PCT/GB1991/001438
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

31.08.1990 GB 9019024

1+ZENECA Limited, Imperial Chemical House, 9 Millbank, London, SW1P 3JF, ISO-BRITANNIA, (GB)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1 +Wetherall, Jane Ann, United Kingdom, ISO-BRITANNIA, (GB)
2 *Rooke, John Andrew, United Kingdom, ISO-BRITANNIA, (GB)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention

Sdiliorehun lisdaine
Ensilagetillsats



10

15

20

25

30

S&ildrehun lis&daine

Tamd keksintd koskee sdildrehun lisdainetta ja me-
netelmdd sd8ilbrehun tuottamiseksi.

Sdilérehua tuotetaan fermentoimalla satoa kuten
heindkasveja; viljanjyvia, esim. maissia, vehndd, ohraa ja
durraa; palkokasveja, esim. apiloita, herneitd ja sinimai-
lasta; ja riisid. Yksinkertaisimmassa muodossaan fermen-
taatio on luonnollinen fermentaatio, jonka saavat aikaan
alkuperdiset sadossa sité korjattaessa l&snd olevat maito-
happoa tuottavat bakteerit. Fermentaatiota voidaan kuiten-
kin parantaa lis3am&lld satoon sdil&érehun lisdaineita,
jotka wvoivat olla kemiallisia tai bakteeriaineita, so.
sisdltgvat valittuja maitohappoa tuottavia bakteereja.
Tdllaisten s&ildrehun lisdaineiden kédyttd johtaa s8ild-
rehutuotteen parantuneeseen suojaamiseen ja suurentunee-
seen stabiiliuteen, jolloin havidt siilossa véhenevdt ja
elainten, joille sybtetddn tuotetta, suorituskyky on pa-
rempi. S&ildrehun lisdaineita voidaan 1lisdtd& korjattuun
satoon joko nestemdisind suspensioina, jotka lis&dtdan
kédyttéen sopivia applikaattoreita, tai kiinteind seoksina,
jotka sis&dltédvét aktiivisen aineosan sekoitettuna kantaja-
aineiden kanssa.

Sdilérehun valmistuksen aikana Kkasviproteiineja
hydrolysoituu laajasti peptideiksi ja aminohapoiksi kasvi-
proteaasien vaikutuksesta ja mythemmin deaminoituu mikro-
bien aktiivisuuden vaikutuksesta. S&ildrehun typpipitoiset
aineosat koostuvat sen vuoksi pddasiallisesti aminohapois-
ta, lyhyistd peptideistd ja ammoniakista, péinvastoin kuin
ruchossa, joka sisdlt&d suunnilleen 750 - 850 g varsinais-
ta proteiinitypped/kg kokonaistyppea.

58il0rehun typen kdyttd substraattina pdtsin mikro-
bien proteiinisynteesid varten on heikkoa. Sen vuoksi on

tarpeellista tdydentdd sdildrehuruokavalioita kalliilla
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runsaasti proteiinia sis&dltdvilld ravintoaineilla kuten
soijajauholla ja kalajauholla.

Tdhdn mennessd tiedetddn vdhdn mekanismista, jonka
avulla kasviproteiinit hydrolysoituvat ruohokasvien s&8ild-
rehuksi valmistamisen aikana. On kuitenkin toivottavaa,
ettd sdildrehun ravintoarvoa parannetaan vdhentdmidllid s8i-
ldrehun valmistuksen aikana esiintyvdd proteolyysid tai
poistamalla se.

Tdmdn keksinnén mukaiselle s8ildrehun lisdaineelle
on tunnusomaista, ettd se sisdltdd aktiivisen aineosan
sdildrehun valmistamiseksi sadosta ja vahintdén yhden pro-
teaasientsyymien inhibiittorin, joka on valittu kysteiini-
proteaasien inhibiittoreista ja asparagiinihappoproteaa-
sien inhibiittoreista ja jo(t)ka inhibiittori(t) on (ovat)
biologista alkuperss.

Lisdksi t&mdn keksinnén mukaan menetelmdlle saild-
rehun tuottamiseksi on tunnusomaista, ettd sadosta valmis-
tetaan s&ildrehua mainitun vdhint&8&n yhden inhibiittorin
ldsnad ollessa.

Kysteiini- ja asparagiinihappoproteaaseja voidaan
identifioida Storeyn ja Wagnerin suositusten mukaan, Phy-
tochemistry 25, nro 12 (1986) 2701 - 2709, joka identifioi
proteaasien ominaisuuksia IUPAC-IUB-suositusten mukaan.

On edullista, ettd kaytetdédn kysteiiniproteaasi-
entsyymien inhibiittoria.

Mik& tahansa sopiva aktiivinen aineosa voidaan si-
s8llyttéda keksinndn mukaiseen sidildrehun lisdaineeseen. Se
voi olla kemiallinen aineosa Kkuten happo, esim. muura-
hais- tai rikkihappo tai niiden seoksia, tai bakteerialku-
perdd oleva aineosa. Hyvin sopivia bakteeriaineosia ovat
maitohappoa tuottavat Lactobacillus, Streptococcus ja Pe-
diococcus acidilactici ja Pediococcus pentosaceus -kannat,

erityisesti Lactobacillus plantarum -kannat. Erityisen

hyédyllinen kanta monien materiaalien sdildrehuksi valmis-

tamista varten on Lactobacillus plantarum -kanta MTD1,
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jonka viljelmd8 on talletettu kokoelmaan the National Col-
lections of Industrial and Marine Bacteria (NCIMB), 23 St
Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY, UK ja sille on annettu
talletusnumero NCIMB 40027. Talletus tapahtui 1Z2. marras-
kuuta 1986, ja se hyvaksyttiin talletukseksi patenttitar-
koituksia wvarten 20. heindkuuta 1988 ja Budapestin sopi-
muksen mukainen kansainvdlinen muoto julkaistiin 25. hei-
ndkuuta 1988. Muita sopivia Kkantoja ovat lajien Lacto-
bacillus amylophilus, Lactobacillus caseii, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus curva-
tus, Lactobacillus brevis, Streptococcus lactis, Strepto-
coccus thermophilusg, Streptococcus faecium, Streptococcus
faecalis kannat ja erityisesti Lactobacillus amylophilus

-kanta nro NCIMB 11546, Streptococcus lactis -kanta nro

NCIMB 6681 ja Streptococcus thermophilus -kanta nro NCIMB

8510. Nam& kannat ovat yleisdn saatavissa.
Edullisia kysteiiniproteaasien inhibiittoreita ovat

kystatiinit, antipaiini ja erityisesti peptidiepoksidit
kuten trans-epoksisukkinyyli-L-leusyyliamido-(4-guanidi-
no)-butaani (E-64). Keksinnoén edullisessa muodossa sdilé-
rehuksi valmistettavaa satoa kdsitelldédn asparagiinihappo-
proteaasien inhibiittorilla kysteiiniproteaasien inhibiit-
torin lis&ksi suuremman inhiboivan vaikutuksen aikaansaa-
miseksi. Erés sopiva asparagiinihappoproteaasien inhibiit-
tori on pepstatiini A.

E-64 voidaan valmistaa Hanadan et al. julkaisun
mukaan, Agric. Biol. Chem. 42 (3) (1978) 529 - 536. Kys-
tatiinin ovat kuvanneet Fossum et al., Arch. Biochem.
Biophys. 125 (1968) 367. Sen ovat lisdksi puhdistaneet ja
karakterisoineet Sen et al., Arch. Biochem. and Biophysics
158 (1973) 623. Antipaiini on kuvattu julkaisuissa Suda et
al., J. Antibiotics. 25 (1972) 263 ja Umezawa et al., J.
Antibiotics 25 (19872) 267. Pepstatiinin ovat kuvanneet
Umezawa et al., J. Antibiotics 23 (1970) 259.
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Keksinnén mukaisessa menetelmésssd Kysteiiniproteaa-
sien inhibiittori lis&dtddn yleensd satoon sédildrehun lisi-
aineen osana vhdessi aktiivisen aineosan sadon sdildrehuk-
si valmistamista varten kanssa. Kuitenkin kysteiiniprote-
aasien inhibiittori voidaan myds lisdtd erikseen, joko
ennen aktiivista aineosaa tai sen j&dlkeen. Monissa tapauk-
sissa on edullista lisitd Kysteiiniproteaasien inhibiitto-
ri juuri leikattuun ruohoon ennen kuin siitd valmistetaan
s8ildrehua. Kun kdytetddn seké kysteiini- ettd asparagii-
nihappoproteaasien inhibiittoreita, on edullista, ettd ne
lis&dtaan samanaikaisesti.

Edullisesti kysteiiniproteaasien inhibiittoria 1li-
sdt88n sdildrehiuksi valmistettavaan satoon m8arédn&, joka
on valiltd 10 - 130 mikromoolia/kg satoa. Edullisesti in-
hibiittori lis&td&n pH-arvossa, joka on valiltd 3 - 7,5.
Kun inhibiittori lis&t&d&n asparagiinihappoproteaasien in-
hibiittorin kanssa, kyseiset kaksi ainetta lis&t&&n sopi-
vimmin yhdesssd, vaikka ne voidaan myds lis&tda erikseen
kummassa tahansa jarjestyksess&d. Edullisesti asparagiini-
happoproteaasien inhibiittoria lis&dtddn madra&nd, joka on
valiltd 1 - 60 mg/kg satoa. Saildrehun valmistus suorite-
taan sopivasti sellaisissa olosuhteissa, ettd mahdollinen
hapen syo6ttd on rajoitettua tai happi on oleellisesti sul-
jettu pois.

Keksinndn mukainen s&ildrehun lisdaine voidaan li-
sd8td nesteend tai hiukkasmaisena kiintedn& aineena. Kun se
on m8drd kayttdd nesteend, kantaja-aine sisdltdd vettd ja
valinnaisesti esimerkiksi alempaa alkoholia, esimerkiksi
propan-1l-olia, kun taas sen kiintednd aineena kdyton ta-
pauksessa kantaja-aine on kiinted aine. Yleens& kiinteini
aineina Kkaytettavat lisdaineet toimitetaan kayttajille
tdydellisind valmisteina, jotka sisadltavat kantaja-aineet.
Kuitenkin kun lisdaine on madrd lis&td nesteend, Kkaytta-
j8lle yleensd toimitetaan aktiivinen aineosa suspendoita-

vaksi sopivaan tilavuusmddrdan vettd ennen kayttoa.
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Kun keksinndn mukainen lis8aine on médrd lisdtd
kiintednd aineena, mitd tahansa sopivaa ainetta voidaan
kdyttaa kantaja-aineena keksinndn mukaisessa sadildrehun
lisdaineessa. Esimerkkejd sopivista kantaja-aineista ovat
viljakasvit kuten jauhetut maissintdhk&t, jauhettu ohra ja
vehnd ja muut aineet kuten kalkkikivi, savi, liitu, magne-
siitti ja talkki.

Kantaja-aineiden, aktiivisten aineosien ja proteaa-
sien inhibiittorien lisdksi s&ildrehun lisdaineet sisaltd-
vdt yleensd muita aineita, joita on lisdtty monista eri
syistda. Mikd tahansa muu lisdttdvd aine voidaan sisdllyt-
t&8 vield yhdeksi komponentiksi keksinndon mukaiseen aktii-
viseen aineosaan. Muita aineita ovat ravinteet (jotka voi-
vat olla sokereita kuten sakkaroosi, laktoosi jne.); kas-
vutekijat, jotka ovat tarpellisia joidenkin bakteerien
kasvua varten (mukaan lukien hiivauute, maissinliotus-
livos, vitamiineja ja aminohappoja); aineet, joita lisa-
tddn bakteerien elinkykyisyyden suojaamiseksi; antioksi-
dantit: aineet hapen oton avustamiseksi ja 6ljyt ja muut
aineet lisdaineiden polyédmistaipumusten vdhentamiseksi tai
satoon tarttumisen parantamiseksi.

Sdildrehun lis&aineeseen sisdllytettdvdn kantaja-
aineen. ja aktiivisen aineosan suhteelliset osuudet riippu-
vat lisdaineesta ja sen aktiivisuudesta.

Kun keksinndn mukainen lisdaine kdytetddn kiinte&na
aineena, sitd lis&t&dn sopivasti rehuun maarina, joka on
vdliltd 0,1 kg - 5 kg tonnia kédsiteltdvad rehua kohti,
edullisesti valilta 0,2 kg - 1 kg tonnia kohti. Kun lis&-
aine kéytetdidn nesteend, sitd lisdtddn sopivasti mEArand,
joka on wv&lilta 0,5 litraa - 5 litraa tonnia kasiteltavaa
rehua kohti, jolloin aktiivinen aineosa lis&atddn veteen
maardksi, joka on vadliltd 1 g - 100 g litraa kohti. Mitéa
tahansa sopivaa applikaattoria voidaan kaytt&@a keksinnodn
mukaisen lis#daineen lisd&miseen joko kiinte&nd aineena tai

nesteend.
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Keksinnén mukaista sdildrehun lisdainetta voidaan
kdyttdsd sdilorehun valmistamiseen mistd tahansa sopivasta
aineksesta mukaan lukien aikaisemmin tassd patenttijulkai-
sussa mainitut sadot. Se on kuitenkin erityisen hyddyllis-
ta sdildrehun valmistamista ruohokasveista varten.

Keksintba valaistaan seuraavien esimerkkien avulla:

Esimerkki 1

(Diagnostinen)

Raiheinduutteita puhdistettiin 60-kertaisesti ammo-
niumsulfaattisaostuksen, geelisuodatuksen ja ioninvaihto-
kromatografian avulla. Todettiin, ettd siten puhdistetut
entsyymiaktiivisuudet olivat heterogeenisid, mutta niille
0li kuitenkin yhteistd samankaltainen inhiboituminen eri-
laisilla proteaasien inhibiittoreilla (taulukko 1). Oleel-
lista inhibitiota todettiin ainoastaan p-kloorimerkuri-
bentsoaatin vaikutuksesta, joka on kysteiiniproteaasien
inhibiittori. Inhibitiota todettiin my&s, mutta paljon
véhdisemmdssd m&arin, pepstatiinilla, joka on asparagiini-
happoproteaasien inhibiittori. Inhibitiota ei todettu fe-
nyylimetyylisulfonyylifluoridin wvaikutuksesta, joka on
seriiniproteaasien inhibiittori. N&iden tulosten perus-
teella padteltiin, ettd té&rkein raiheindssd@ l&snd oleva

proteaasien luokka ovat kysteiiniproteaasit.

Taulukko 1
Inhibiittori "Kohde" - Pitoi- Inhibitio
entsyymi suus (%)
PCMB kysteiini 1 mM 100
IODAA kysteiini 1 mM 10
PMSF seriini 1 mM 2
pepstatiini asparagii- 5 pg/ml 17
nihappo
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Taulukossa 1 olevat lyhennykset
PCMB: parakloorimerkuribentsoaatti
IODAA: jodietikkahappo
PMSF: fenyylimetyylisulfonyylifluoridi.

Esimerkki 2

Esimerkki 1 toistettiin kayttden puskuroituja rai-
heinduutteita. Uutteita inkuboitiin erilaisissa pH-arvois-
sa antibioottiyhdistelmdn lasnd ollessa, joka siséllytet-
tiin mukaan estdm&én fermentaatiota inkubaatioiden aikana.
Kaytetyt proteaasien inhibiittorit olivat spesifisid eri-
laisille proteaasiluokille ja olivat pddasiallisesti pe-
rdisin mikrobeista. Tuloksista on yhteenveto taulukossa 2.
Autolyysin inhibitio o¢li vahemman selvd3d kuin se, joka
havaittiin puolittainpuhdistetuilla valmisteilla esimer-
kigsd 1. Kuitenkin inhibitiota todettiin jdlleen vain kay-
tettidessd E-64 (spesifinen Kysteiiniproteaasien inhibiit-

tori) ja pepstatiinia.

Taulukko 2
Inhibiittori "Kohde" - Pitoisuus pH Inhibitio
entsyymi (%)
E-64 kysteiini 10 puM 4 13
pepstatiini asparagii- 5 ng/ml 5 47
nihappo
aprotiniini seriini 5,6 TIU 6 0
A-PMSF seriini 130 uM 6 0

Taulukossa 2 olevat lyhennykset
E-64: trans-epoksisukkinyyli-L-leusyyliamido(4-guanidino)~
butaani,
A-PMSF: (p-amidinofenyyli)metyylisulfonyylifluoridi,
TIU: trypsiinininhibiittoriyksikkd.



10

15

20

25

30

35

Esimerkki 3

Monivuotisesta raiheindstd (kuiva-ainetta (DM)
279 g/kg:; veteen liukenevaa hiilihydraattia 113 g/g kuiva-
ainetta; kokonais-N 26,5 g N/kg kuiva-ainetta; liukoista
N 433 g/kg N) valmistettiin s&dildrehua. Ruohosta valmis-
tettiin sdildrehua kédsitellen tai ké&sittelemdttd muura-
haishapolla (1,5 g/kg ruohoa) tarkoituksena valmistaa ruo-
hosta s8ildrehua pH-arvossa 6,25 tai pH-arvossa 5. Ruo-
holle kédytettiin kuutta k&sittelyd (esitetty taulukossa 3)
kummassakin pH-arvossa. Kaytettiin nelj&a erilaista prote-
aasien inhibiittoria: E-64, kysteiiniproteaasien inhibiit-
tori; pepstatiini, asparagiinihappoproteaasien inhibiit-
tori; perunciden vesiuute, joka sisdlsi sekd seriini- ettéd
kysteiiniproteaasien inhibiittoreita; formaldehydi, joka
vihentas proteoiyysié muodostamalla palautuvia ristisidok-
sia proteiinien valille. Kaikkiaan 36 siiloa t&dytettiin,
jolloin oli kulloinkin kolme rinnakkaista siiloa késitte-
lyd kohti. Siilot kédsittivdt 100 ml:n suuruisia sylinte-
reitd, jotka oli varustettu bunsenventtiileilla, ja 70 g
ruohoa valmistettiin sdilérehuksi kussakin siilossa.
Siilot avattiin 82 pdivdn jédlkeen. Kaikissa néytti s&8ilo-
rehun valmistuminen tapahtuneen hyvin ilman n&kyvdd pi-
laantumista., S&ildrehun analyysit on annettu taulukoissa
4 ja 5.

Sdildérehuksi valmistettavan ruohon pH-arvon alenta-
misella kdyttéen muurahaishappoa o0li vé&han vaikutusta sadi-
16rehun koostumukseen. Vaikka muurahaishappokasittelylld
oli merkittadvi& vaikutuksia maito- ja etikkahapon ja eta-
nolin pitoisuuksiin, n&m& erot johtuivat sellaisen s&8il6-
rehun heikosta fermentaatiolaadusta, josta valmistettiin
sdildrehua sekd muurahaishapolla ettd formaldehydillada ka-
sittelemisen jalkeen. Tamdan syyt eivét ole selvia.

Proteaasien inhibiittoreilla oli myds vdhdn vaiku-
tusta s&dildérehun fermentaatioon. Verrattuna formaldehy-

dilld kédsittelemdtitOmiin s&ildrehuihin perunauutteen 1i-
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sdaminen ei vaikuttanut proteiinien hajoittumiseen siilos-
sa (taulukko 5). Ei my®tskddn pepstatiinin kdyttd sdilo-
rehun valmistuksessa vaikuttanut sdildrehun laatuun. Kui-
tenkin E-64, kysteiiniproteaasien inhibiittori, wvé&hensi
merkittidvasti (P 0,001) sdildrehun valmistuksen aikana
tuotetun liukoisen N:n (0,80 kontrollin liukoisesta N:std)
ja ammoniakki-N:n (0,73 kontrollin ammoniakKi-N:std) m&&-
ria.

Naiden tutkimusten tulokset osoittavat, ettd kyste-
iiniproteaasit ovat tarkein proteaasityyppi, joka liittyy
proteiinien hajoamiseen siilossa, ja etta kysteiiniprote-
aasien spesifisten inhibiittorien, jotka ovat perdisin
mikrobeista, lisdaminen voi vdahentda siilossa tapahtuvan
proteolyysin mddrdd vaikuttamatta haitallisesti maitohapon

tuotantoon siells.

Taulukko 3

Kidsittely Pitoisuus

vesi -

E-64 10 uM

pepstatiini 5 ng/ml

E-64 ja pepstatiini kuten ylla
perunauute laimentamaton uute

formaliini 3 g/kg ruochoa
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S84ildbrehun
valmistus

pH-arvossa 6,2

Kontrolli

E-64

Pepstatiini

E-64 + pepstatiini
Peruna

Formaldehydi

§48i16rehun valmis-

tus pH-arvossa 5,0

Kontrolli

E-64

Pepstatiini

E-64 + pepstatiini
Peruna
Formaldehydi

SE

10

Taulukko 4
DM | pH | wWscC
I (g/kg) |
| ______
' |
! |
' |
| ]
} ]
) | :
249 ) 3,75 | 30,1
244 | 3,76 ] 30,6
239 | 3,75 | 30,2
247 ) 3,76 ] 30,1
244 | 3,72 | 30,0
254 | 3,76 | 29,6
' |
: |
! i
! 1
| i
! |
250 | 3,69 | 30,2
249 | 3,72 | 30,2
251 | 3,72 ] 29,9
244 | 3,80 | 30,9
247 | 3,74 | 30,8
252 | 4,49 ] 29,7
0,5} 0,086 | 0,60

Taulukossa 4 olevat lyhennykset
SE: keskiarvon keskivirhe 6 havaintoa varten,

Lac: laktaatti,
Ac: asetaatti,

Et: etanoli,

120
115
126
111
124
115

124
115
115
102
110

WSC: veteen liukeneva hiilihydraatti.

}

I{g/kg DM)]|

24,3
22,7
22,2
22,5
23,1
20,8

5,37
3,15
9,26
2,56
7,22
2,67

- —— o = = e = _..._..._,.__.-..-..-........_.-.-._-__..-------...-—-.-...--.-——.__-.'

| Lac |
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Taulukko 5

Kidsittely Kokonais-N Liukoinen-N Ammoniakki-N

(gN/kg DM) (gN/kg N) (gN/kg) N
S4ildrehun
valmistus
pH-arvossa 6,2
Kontrolli 26,9 535 88,5
E-64 26,3 424 67,3
Pepstatiini 27,1 547 79,6
E-64 + pepstatiini 26,8 454 54,5
Peruna : 26,2 524 86,9
Formaldehydi 24,4 528 85,6
S8ilodrehun valmis-
tus pH-arvossa 5,0
Kontrolli 22,1 520 85,3
E-64 27,4 357 58,1
Pepstatiini 25,3 597 75,8
E-64 + pepstatiini 26,5 414 49,6
Peruna 27,1 522 68,2
Formaldehydi 26,7 518 100,8
SE 0,49 2,4 0,48

Taulukossa 5 olevat lyhennykset
SE: keskiarvon keskivirhe 6 havaintoa varten.

Esimerkki 4

Monivuotista raiheindd pilkottiin noin 2 cm:n pi-
tuisiksi palasiksi ja 20 ml vettd tai alla kuvatun mukais-
ta vesiliuosta lisdattiin 70 g ruchoa Kohti. Seos puristet-

tiin kokoon ja pakattiin suljettuihin siiloihin, jotka
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tiivistettiin ilman pddsyn estdmiseksi ja pidettiin huo-
neenlidmpdtilassa kokeen keston ajan. Raiheiné sis#lsi kui-
va-ainetta 190 g/kg, veteen liukenevaa hiilihydraattia
241 g/kg kuiva-ainetta, kokonaistyppipitoisuuden 42,5 g/kg
kuiva-ainetta ja liukoisen typen pitoisuuden 487 g/kg typ-
ped. Jdljelld oleva typpi oli l&snd oleellisesti proteii-
nina. 20 ml vettd tai liuosta sisdlsi, milloin niin on
ilmoitettu, riittavasti ilmoitettua entsyymin inhibiitto-
ria ja/tai bakteerivalmistetta aikaansaamaan seuraavassa
taulukossa esitetyt maddrat mikrogrammoina grammaa tuoretta

ruohoa kohti.

Taulukko 6
Kisittely Pitoisuus
Tuoretta Tuoretta
ruchoa pg/g ruochoa pm/g
Vesi (kontrolli) - -
E-64 11,25 0,03
22,5 0,06
45,0 0,12
Pepstatiini 30,0 0,04
(Pepstatiini) (E-64)
Pepstatiini & E-64 30,0 22,5 0,04 0,06
Antipaiini 32,0 0,04
Kystatiini 1,2 0,9
'ECOSYL! 31/t (2,85 g/l)
'ECOSYL' & E-64 '"ECOSYL' kéayvtetty ylla olevana
madrand

E-64 kaytetty mdadrand 22,5 ng/g

ruohoa
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'ECOSYL' on kaupallisesti saatavana oleva sdildre-
hun lisdaine vesisuspensiota varten, ja sitéd valmistaa
Imperial Chemical Industries PLC. 'ECOSYL' on toiminimen
Imperial Chemical Industries PLC tavaramerkki. Tuote si-
sadltda tdrkeimpdnid aktiivisena aineosanaan pakastekuivat-
tua L. plantarum -kantaa NCIMB 48027 yhdess& ravintoainei-

den kanssa. Kaikki kdsittelyt suoritettiin kolmena rinnak-

kaisena. Siilot avattiin 50 pd8ivd&n kuluttua ja Kkaikissa
ndytti sdildrehun valmistuminen tapahtuneen hyvin ilman
ndkyvadd pilaantumista. Pepstatiini on asparagiinihappo-
proteaasien inhibiittori. Antipaiini on kysteiini- ja se-
riiniproteaasien inhibiittori ja kystatiini on kysteiini-
proteaasien inhibiittori. Niiden uskotaan sitoutuvan ekvi-
molaarisesti proteaasien kanssa. Seuraavissa taulukoissa
ei-proteiinityppi (liukoinen typpi) ei kdsitd ammoniakkia.
SE tarkoittaa keskivirhettd, ja se on kussakin taulukossa
kolmea havaintoa varten; La tarkoittaa laktaattia; Ac tar-
koittaa asefaattia, ja Et tarkoittaa etanolia. Laktaatti
ja asetaatti on ilmaistu vapaina happoina. S&ildrehun val-
mistuksen tuotteiden tutkiminen osoitti, ettd proteaasien
inhibiittoreilla oli wv&hdn vaikutusta sdilérehun fermen-
taatioon eivatkd ne vaikuttaneet maitohapon tuotantoon.

Seuraavissa taulukoissa DM tarkoittaa kuiva-ainetta.
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Taulukko 7

Suurenevien E-64-pitoisuuksien vaikutus sdildrehun

typpipitoisiin fraktioihin

E-64 pitoisuus Kokonais-N Ei-proteiini-N BAmmoniakki-N

pg/g ruohoa gN/kg DM gN/kgN gN/kgN
0 407 643 72,4
11,25 360 558 61,1
22,5 366 586 70, 8
45,0 359 481 51,0
SE 0,89 2,22 0,71

SE, keskivirhe kolmea havaintoa varten

Ei-proteiinityppi ei kasitd ammoniakki-N.

Sdilorehulla, jota oli késitelty E-64:113 kayttaen
madarasa 11,25 npg/g ruohoa, liukoisen N:n (ei-proteiini~N)
pitoisuus oli wvadhentynyt 87 %:ksi kontrollindytteen N:n
pitoisuudesta. S&iloérehuilla, joita oli késitelty E-64:11a
kayttaen maadrasa 45,0 ug/g ruohoa, liukoinen pitoisuus oli
vahentynyt 75 %:ksi kontrollindytteen liukoisesta N:stéa.
S58il6rehujen, joita oli k3sitelty E-64:118 kaytt8en masdrida
45 ng/g ruohoa, ammoniakki-N-pitoisuus o©li védhentynyt

70 %:ksi kontrollindytteiden ammoniakki-N-pitoisuudesta.
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Taulukko 8

Suurenevien E-64-pitoisuuksien vaikutukset sdilé-

rehujen koostumukseen

E-64:n kiyttd- S&ils-

miArad rehun
pH

0 3,48

11,25 3,41

22,5 3,48

45,0 3,40

SE 0,02

DM WSC
156 20,6
158 24,5
163 24,2
164 31,3
0,15 1,25

La

184
202
188
175

13,5

Ac

22,5
19,3
22,2
18,4

2,94

Eth

16,0
38,9
33,3
35,5

5,57

DM tarkoittaa kuiva-ainetta grammoina kilogrammaa kohti ja

WSC tarkoittaa veteen liukenevaa hiilihydraattia;

La tarkoittaa maitohappoa;
Ac tarkoittaa etikkahappoa;

Eth tarkoittaa etanolia:

kaikki ilmaistu grammoina kg:aa kuiva-ainetta kohti.

Kuiva-~aineella tarkoitetaan j&8&nndstd tapauksesta

riippuen ruochon tai sdildrehun dehydraation jalkeen.
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Taulukko 9

E-64:n ja pepstatiinin vaikutus sdildrehun koos-

tumukseen

Kisittely Kokonais~-N Ei-proteiini-N Ammoniakki-N
gN/kg DM gN/kgN gN/kgN

Kontrolli 407 643 72,4

E-64 366 556 70,8

22,5 pg/g

ruchoa

Pepstatiini 435 521 60,6

30 ng/g

ruohoa

E-64 428 438 62,9

(30 ng/g

ruohoa) ja

pepstatiini

(22,5 pg/g

ruohoa)

SE 1,51 0,63 0,54

Pepstatiini vahensi liukoisen N:n maaria (81 3
kontrollin N:std). Liukoisen N:n m&8radn védhentyminen s&i-
l1drehuissa oli suurempi kéytettdessd pepstatiinia ja E-64
vyhdess& verrattuna kunkin inhibiittorin kayttdmiseen yk-
sin. S8il6rehuilla, joita kdsiteltiin pepstatiinilla ja E-
64:114 yhdess&, liukoisen N:n pitoisuus wvaheni 68 $%:ksi

kontrollin liukoisesta N:st4.
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Taulukko 10

E-64:n ja pepstatiinin vaikutukset sdildrehun koos-

tumukseen
Kasittely S4ilo- DM WsC La Ac Eth
rehun
pH
Kontrolli 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 22,5 pg/g 3,48 163 24,2 188 22,2 33,3
ruohoa
Pepstatiini 3,61 164 17,5 168 16,1 36,0

30 pg/g ruohoa

E-64 30 ug/g ruohoa 3,56 163 11,1 171 23,9 38,9
ja pepstatiini

22,5 ng/g ruohoa

SE 0,02 0,12 0,66 8,48 5,39 8,68

Taulukko 11

Kysteiiniproteaasien inhibiittorien vaikutukset

sdildérehun typpipitoisiin fraktioihin

Kisittely Kokonais-N Ei-proteiini-N Ammoniakki-N
gN/kg DM gN/kgN gN/kgN

Kontrolli 407 643 72,4

E-64 366 556 70,8

22,5 pg/g ruohoa

Kystatiini 406 571 75,7

1,2 ng/g ruohoa
Antipaiini 411 524 69,1

SE 1,02 2,40 0,76
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Kystatiinilla kdsiteltyjen s&ilérehujen liukoisen
N:n pitoisuus oli vahentynyt 88 %:ksi kontrollin liukoi-
sesta N:std. Antipaiinilla kdsitellyn s&il&rehun liukoisen
N:n pitoisuus oli vdhentynyt 81 %:ksi kontrollin liukoi-

sesta N:sta.
Taulukko 12

Kysteiiniproteaasien inhibiittorien vaikutukset

sdildrehun koostumukseen

Kisittely S3ilo- DM WwsC La Ac Eth
rehun
PH
Kontrolli 3,48 156 20,5 184 22,5 10,0
E-64 22,5 ng/g 3,48 163 24,2 190 22,2 33,3
ruohoa
Antipaiini 3,55 161 24,1 163 28,8 4,31
32 pg/g ruohoa
Kystatiini 3,65 160 17,2 183 29,4 4,55

1,2 pg/g ruohoa

SE 0,03 3,09 0,93 19,2 8,57 5,07
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Taulukko 13

E-64:n ja ECOSYLin vaikutukset s&ilérehun typpi-

pitoisiin fraktioihin

Kiasittely Kokonais-N Ei-proteiini-N Ammoniakki-N
gN/kg DM gN/kgN gN/kgN

Kontrolli 407 643 72,4

E-64 366 586 70,8

22,5 ng/g

ruchoca

'ECOSYL’ 378 533 63, 2

8,55 ng/g

ruchoa

E~-64 22,5 ug/g 355 421 53,3

ruohoa ja
'ECOSYL' 8,55 g/l

SE 0,79 1,51 0,79

ECOSYLilld kéasitellylld sdilorehulla liukoisen N:in
mé&drd oli vahentynyt 82 %:ksi kontrollin liukoisesta
N:st8. E-64:118 ja ECOSYLilla kédsitellyn s8ildrehun ta-
pauksessa midritettiin suurempi liukoisen N:n pitoisuuden
pieneneminen verrattuna tulokseen, joka saatiin kaytet-
tdessd kutakin ké&sittelyd erikseen. Kun ECOSYL ja E-64 oli
lisdtty yhdessid, sdildrehun liukoisen N:n pitoisuus oli
vdhentynyt 65 %:ksi kontrollin liukoisesta N:sta.
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Taululkko 14

E-64:n ja ECOSYLin vaikutukset s&ildérehun koos-

tumukseen
Kisittely Sailo- DM WsC La Ac Eth
rehun
PH
Kontrolli 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 22,5 ug/g 3,48 163 24,1 188 22,2 33,3
ruchoa
'ECOSYL' 3,63 154 16,0 149 42,6 11,2
8,55 pg/g ruochoa
'"ECOSYL' 3,45 164 28,9 132 42,0 30,2
8,55 ng/g ruohoa
ja E-64 (22,5 pg/g
ruohoa)
SE 0,03 0,11 0,92 13,9 8,53 5,45
Johtopddtbkset

Tulokset osocoittavat, ettd kysteiini- ja asparagiinihappo-
proteaasit ovat aktiivisia sdildrehun valmistuksen aikana.
Kysteiini- ja asparagiinihappoproteaasien biologista alku-
perdd olevien spesifigten inhibiittorien lisddminen vahen-
si proteolyysin md&rdsa siilossa vaikuttamatta haitallises-
ti maitohapon tuotantoon siilossa.

ECOSYLilld k&sitellyn s&ildérehun liukoisen N:n pi-
toisuuden vdhentymisen verrattuna kontrollisdilorehyjen
pitoisuuteen voitiin katsoa johtuvan pH-arvon vaikutukses-
ta raiheindn proteclyyttisiin entsyymeihin (joiden on
osoitettu olevan optimaalisen aktiivisia pH~arvossa
5 - 7 ; ECOSYLilla kasitellyllad sdildrehulla olisi odotet-
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tu nopeampaa pH-arvon alenemista s&8ildrehun valmistuksen
alkuvaiheiden aikana verrattuna kontrollis&ildrehuihin.
Yhdistelmad, jossa oli Kysteiini- ja asparagiinihap-
poproteaasien inhibiittoreita tai Kkysteiiniproteaasien
inhibiittori ja ECOSYL, ndytti wv&hentdvan proteolyysii
siilossa suuremmassa mairin kuin kasittelyt yhdelld ai-

noalla vaikuttaja-aineella.
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Patenttivaatimukset:

1. Sdilérehun lisdaine, tunnet tusiitida, ettd
se sisdltdd aktiivisen aineosan s&ildrehun valmistamiseksi
sadosta ja vdhintididn yvhden proteaasietsyymien inhibiit-
torin, joka on valittu kysteiiniproteaasien inhibiitto-
reista ja asparagiinihappoproteaasien inhibiittoreista ja
jo(t)ka inhibiittori(t) on (ovat) biologista alkuperai.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen lis&aine, t un ~
nettusiitd, ettd aktiivinen aineosa on happo tai bak-
teerialkuperdd oleva aineosa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen lis&aine, t un -
nettusiitd, ettd bakteeriaineosa on maitohappoa tuot-
tava maitohappobakteeri- ja/tai streptokokki- ja/tai Pe-
diococcus-~kanta.

4. Mink& tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen
mukainen lis8aine, tunne t tu siitd, ettd kysteiini-
proteaasien inhibiittori on kystatiini tai antipaiini tai
trans-epoksisukkinyyli~L-leusyyliamido(4-guanidino)butaa-
ni.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen lis&aine, t un -
nettusiiti, ettd siind trans-epoksisukkinyyli-L-leu-
syyliamido(4-guanidino)butaani on valmistettu julkaisun
Hanada et al., Agric. Biol. Chem. 42 (3) (1978) 529 - 536
mukaan.

6. Minkd tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen
mukainen lisdaine, tunne t t u siitd, ettd asparagii-
nihappoproteaasien inhibiittori on pepstatiini.

7. Mink& tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen
mukainen lisdaine, tunne t t u siitd, ettd sekd kys-
teiini- ettd asparagiinihappoproteaasientsyymien inhibiit-

tori on lé&snéi.
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8. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen
lisdaine, t unne t t u siitd, ettd se on nestemdisessa
kantaja-aineessa, joka sis&dltida vetta.

9., Menetelmd s&dildrehun tuottamiseksi, t un -
nettusiitd, ettd valmistetaan sadosta sdilérehua va-
hintd3dn yhden sellaisen proteaasientsyymien inhibiittorin
ldsnd ollessa, joka on valittu kysteiiniproteaasien inhi-
biittorin ja asparagiinihappoproteaasien inhibiittori(e)n
joukosta ja jo(t)ka inhibiittori(t) on (ovat) biologista
alkuper&a.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmé,
tunnettusiitd, ettd kysteiiniproteaasien inhibiit-
tori lisd&t&&n juuri leikattuun ruohoon ennen kuin siitéa
valmistetaan saildrehua.

11. Patenttivaatimuksen 9 tai patenttivaatimuksen
10 mukainen menetelm&8, t unn e t t u siitd, ettd kys-
teiiniproteaasien inhibiittoria lis&taan madrd, joka on
vdaliltad 10 - 130 mikromoolia/kg satoa.

12. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 9 - 11 mukai-
nen menetelmd, tunnettusiitd, ettd asparagiinihap-
peproteaasien inhibiittoria lisdtd&4n masdrd, joka on valil-
td 1 - 60 mg/kg satoa.

13. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 9 - 12 mukai-
nen menetelmd, tunnet tu siitd, ettd pH on valiltad
3 - 7,5, kun inhibiittori lis&t&dan satoon.

14. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 9 - 13 mukai-
nen menetelmd, t u n n e t t u siitd, ettd nestemdistd
lisdainetta, joka sisdltd3id proteaasien inhibiittoria méa-
rénd 1 - 100 grammaa litraa kohti vettd sigdlt&vissda kan-
taja-aineessa, lisdt8én ké8siteltdvddn rehuun mddrand, joka
on valilta 0,5 - 5 litraa tonnia kohtia.

15. Mink3 tahansa patenttivaatimuksen 9 - 14 mukai-
nen menetelmd, tunne t tu giitd, ettd sadildorehu val-
mistetaan ruohon, viljanjyvien, palkokasvin tai riisin

fermentoinnin avulla.
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16. S&il6rehu, t unne t t u siitd, ettd se on
valmistettu minkd tahansa patenttivaatimuksen 9 - 15 mu-
kaisella menetelmalla tai kayttdm&lld minkd tahansa pa-

tenttivaatimuksen 1 - 8 mukaista lisdainetta.
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Patentkrav:

l. Ensilagetillsats, k@ nne tecknad dar-
av, att den omfattar en aktiv ingrediens fdrensilaget fran
en skdrd och atminstone en proteasenzyminhibitor, wvilken
valts bland cysteinproteasinhibitorer och asparaginsyra-
proteasinhibitorer, varvid inhibitorn (inhibitorerna) &r
av biologiskt ursprung.

2. Tillsats enligt patentkravet 1, k&@anne -
tecknad dirav, att den aktiva ingrediensen &r en
syra eller en ingrediens av bakteriellt ursprung.

3. Tillsats enligt patentkravet 2, kdnne -
tecknad ddrav, att den bakteriella ingrediensen &r
en mjOlksyraproducerande stam av Lactobacillus och/eller
Streptococcus och/eller Pediococcus.

4. Tillsats enligt ndgot av de foregdende patent-
kraven, kdnnetecknad dirav, att cysteinpro-
teasinhibitorn dr cystatin eller ett antismidrtmedel eller
trans-epoxi-~succinyl-L-leucyl-amido-(4-guanidino)butan.

5. Tillsats enligt patentkravet 4, kdnne -
tecknad darav, att trars-epoxi-succinyl-L-leucyl-
amido~(4-guanidino)butanet framstdllts i enlighet med
Hanada et al:s fo&rfarande i publikationen Agric.Biol.
Chem. 42 (3) 529 till 536 (1978).

6. Tillsats enligt ndgot av de f6regdende patent-
kraven, k@& nnetecknad ddrav, att asparaginpro-
teasinhibitorn &r pepstatin.

7. Tillsats enligt nagot av de foregdende patent-
kraven, k &nne tecknad darav, att bade en cys-
tein- och en asparaginsyraproteasenzyminhibitor &r nér-
varande.

8. Tillsats enligt nagot av patentkraven 1 - 7 i en
flytande barare som omfattar vatten.

9. Forfarande for framstdllning av ensilage,

kd&dnnetecknat darav, att en skérd ensilagebe-
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handlas i n8rvaro av atminstone en proteasenzyminhibitor,
vilken valts bland en cysteinproteasinhibitor och en eller
flera asparaginsyraproteasinhibitorer, varvid n#émnda inhi-
bitor(-er) &r av biologiskt ursprung.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, k dnne -~
tecknat dérav, att en cysteinproteasinhibitor an-
bringas pd nyb#rgat grds innan det ensilagebehandlas.

11. Foérfarande enligt patentkravet 9 eller 10,
k&nnetecknat diarav, att cysteinproteasinhi-
bitorn anbringas i en mdngd av 10 - 130 umol/kg skérd.

12. Forfarande enligt nagot av patentkraven 9 - 11,
k&d&nnetecknat dirav, att asparaginsyraproteas-
inhibitorn anbringas i en mdngd av 1 -~ 60 mg/kg skord.

13. Fdérfarande enligt nagot av patentkraven 9 - 12,
k&@nnetecknat darav, att pH-vdrdet ligger i
omrddet 3 ~ 75 da inhibitorn anbringas pd skorden.

14. Fé6rfarande enligt ndgot av patentkraven 9 - 13,
k&d&nneteckna+t darav, att en flytande tillsats,
vilken omfattar proteasinhibitorn i en méngd av 1 -
100 gram per liter i en badrare, som omfattar vatten, an-
bringas i en grad av 0,5 - 5 liter per ton foder som skall
behandlas.

15. Fé6rfarande enligt nagot av patentkraven 9 - 14,
kdnnetecknat dirav, att ensilaget framstidlls
genom fermentering av gréds, s&d, nagon legym eller ris.

16. Ensilage som framstdllts genom ett fdrfarande
enligt ndgot av patentkraven 9 - 15 eller genom anvéndning

av en tillsats enligt nagot av patentkraven 1 - 8.
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