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Oblast techniky

Vyndlez se tykd sildzni prisady a zpusobu produkce

sildzZe.

Dosavadni stav techniky

Sildz se vyrdbi fermentaci plodin jako Jsou travy;
obiloviny, napfiklad kukufice, pSenice, jeCmen a cirok; le-
guminosy, napfiklad jetele, hrachy a vojtéska; a ryZe. Fer-
mentace je ve své nejjednodudsi podobé pfirodni fermentaci,
kterou zplsobuji pfirozené mléénou kyselinu-produkujici bak-
terie pfitomné v plodiné v dobé jeji sklizné. Fermentace vsak
miZe byt zlepSena priddnim sildZnich pfisad k plodiné, pri-
emz tyto sildini pfisady mohou byt chemické nebo bakterial-
ni, to jest obsahujici vybrané,K mlécnou kyselinu produkujici
bakterie. Pouziti téchto sildZnich pfrisad zplsobuje lepsi
konzervaci a zvySenou stabilitu sildZniho produktu, se sniZe-
nymi ztrdtami v sile a zlepSenou uZitkovosti zvifat krmenych
timto produktem. SildZni pfisady mohou byt ke sklizené plo-
diné ptiddny bud ve formé tekutych suspenzi aplikovanych
za pouziti vhodného aplikdtoru, nebo ve formé pevnych prost-

fedkd obsahujicich déinnou sloZku smichanou s nosici.

Bdhem sildZovani Jjsou rostlinné bilkoviny wve velkém
rozsahu hydrolyzovdny na peptidy a aminokyseliny plsobenim
rostlinnych proteas a ndsledné deaminovdny mikrobidlni Cin-
nosti. Dusikaté slozky sildZe tedy sestdvaji pfevdiné z ami-
nokyselin, krdtkych peptidd a amoniaku, v protikladu k ze-
lené hmoté&, kterd obsahuje primérné 750 - 850 g pravého

bilkovinného dusiku na kg celkového dusiku.
Dusik sildZe je Spatné vyuZivdn jako substrat pro syn-
tézu bilkovin mikroby v bachoru, a proto je nutné doplnovat

vyZivu sildzi drahymi krmivy bohatymi na bilkoviny, jako jsou
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sojova moucka a rybi moudka.

V soulasnosti je mdlo zndmo o mechanismu, kterym jsou
béhem sildZovAdni trav hydrolyzovdny rostlinné bilkoviny.
Je vsak Zddouci zlepSovat nutriéni hodnotu sildZe omezenim
nebo odstranénim proteolyzy, kterd probihd b&hem sildZovdni.

Podstata vyndlezu

Podle vyndlezu se sildZni p¥isada vyznaduje tim, 3Ze
obsahuje uC€innou sloZku pro sildZovdni plodiny a alespon
jeden inhibitor enzymu proteasy, vybrany ze skupiny zahrnu-
jici inhibitory cysteinové proteasy a inhibitory asparagové
proteasy, pficemZ tento inhibitor nebo inhibitory jsou biolo-
gického puvodu.

Ddle se podle vyndlezu zplsob vyroby sildZe vyznacduje
tim, Ze se plodina sild%uje v pFitomnosti alespon jednoho

uvedeného inhibitoru.

Cysteinové a asparagové proteasy mohou byt identifiko-
vdny jak to doporudili Storey a Wagner, Phytochemistry, 25,

c. 12, 2701 az 2709 (1986), &imZ se identifikuji vlastnosti
proteas v souladu s doporuenimi IUPAC - IUB.

Vyhodné je pouZiti inhibitoru enzymd cysteinovych
proteas.

Sildzni pfisada podle vyndlezu miZe obsahovat libovol-
nou vhodnou uUcinnou sloZku. MiZe jit o chemickou slozku, jako
je kyselina, napfiklad kyselina mravendi nebo sirovd &i je-
jich smési, nebo o slozku bakteridlniho pivodu. Velmi vhod-
nymi bakteridlnimi sloZkami jsou mlé&nou kyselinu produkujici
kmeny Lactobacillus, Streptococcus, dile Pediococcus acidi-
lactici a Pediococcus pentosaceus, a zejména kmeny Lactoba-
cillus plantarum. 2v143$té uzitedny pro sild’ovidni mnoha ma-
teridld je kmen Lactobacillus plantarum MTD1, jehoz kultura
byla uloZena v Ndrodnich sbirkdch prumyslovych a mo¥skych bak-
terii (NCIMB = National Collections of Ihdustrial and Marine




Bacteria), 23 St Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY, UK, a bylo
ji pridéleno <&islo NCIMB 40027. UloZeni bylo provedeno 12.
listopadu 1986 a bylo uzndno jako uloZeni pro patentové ulely
20. CZervence 1988; mezindrodni dokument podle Budape$tské
dohody byl vyddn 25. Cervence 1988. Dalsimi vhodnymi kmeny
jsou kmeny druhd Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus
caseii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis, Streptococcus
lactis, Streptococcus thermophilus, Streptococcus faecium,
Streptococcus faecalis, Lactobacillus amylophilus,  Strepto-
coccus lactis, Streptococcus thermophilus, a zejména kmen
Lactobacillus amylophilus ¢. NCIMB 11546, kmen Streptococcus
lactis &. NCIMB 6681 a kmen Streptococcus thermophilus &.
NCIMB 8510. Tyto kmeny jsou verejné dostupné.

Vyhodnymi inhibitory cysteinové proteasy jsou cystati-
ny, antipain a zejména peptidové epoxidy jako je trans-epoxy-
-sukcinyl-L-leucyl-amido(4-guanidino)butan (E-64). Podle vy-
hodného provedeni vyndlezu se sildZovand plodina oSet#{
kromé inhibitoru cysteinové proteasy inhibitorem asparagové
proteasy, s cilem dosaZeni rozs$ifeného inhibidniho d&inku.
Mezi vhodné inhibitory asparagové proteasy pat¥i pepstatin A.

E-64 lze pripravit podle &ldnku, ktery uverejnili Ha-
nada a kol., Agric. Biol. Chem., 42 (3), 529 azZ 536 (1978).
Cystatin popsali Fossum a kol., Arch. Biochem. Biophys. 125,
367, 1968. Ddle ho Cistili a charakterizovali Sen a kol.,
Arch. Biochem. a Biophysics 158, 623, (1973). Antipain po-
psali Suda a kol., J. Antibiotics. 25 263 (1972) a Umezawa
a kol., J. Antibiotics 25 267 (1972). Pepstatin popsali
Umezawa a kol., J. Antibiotics 23 259 (1970).

Ve zplsobu podle vyndlezu se inhibitor cysteinové pro-
teasy k plodiné obecné aplikuje jako souddst sildZni p¥isady
spoleCné s ucCinnou sloZkou pro sildZovdni této plodiny,
ackoli miZe byt inhibitor cysteinové proteasy aplikovdn té3
oddélené, a to bud pfed nebo po Ulinné slozce. V mnoha p#i-

padech je vyhodné aplikovat inhibitor cysteinové proteasy




na Cerstvé poselenou trdvu predtim, ne? je sild%ovdna. Pokud
jsou pouzivdny inhibitory jak cysteinové tak asparagové pro-
teasy, je vyhodné je aplikovat ve stejnou dobu.

Inhibitor cysteinové proteasy je vyhodné aplikovat
k plodiné, kterd md byt sild¥ovdna, v mnoistvi v rozmezi
10 az 130/9mol / kg plodiny. Vyhodné je inhibitor aplikovat
Pfi pH v rozmezi 3 a%Z 7,5. Pokud je spoledné s timto inhibi-
torem aplikovdn inhibitor asparagové proteasy, je nejvhod-
néjsi aplikovat tyto dvé 1ldtky spolecné, ackoli mohou byt
aplikovdny téZ oddélené v libovolném pofadi. Inhibitor aspa-
ragové proteasy Jje vyhodné aplikovat v mnod¥stvi v rozmezi
1 az 60 mg / kg plodiny. Sild¥ovani je vhodné provddét za
podminek, kdy je omezen p¥ivod kysliku, nebo je kyslik v
podstaté vylouden.

Sildzni pfisada podle vyndlezu miZe byt aplikovdna
jako kapalina nebo jako pevnd ldtka ve form& &dstic. Pokud
m& byt aplikovdna jako kapalina, obsahuje nosi¢ vodu, a po-
pfipadé napfiklad niZ$i alkohol, napfiklad propan-1-ol, za-
timco md-1i byt aplikovdna jako pevnd ldtka, je nosiéem pevny
materidl. Obecné se pfisady, které maji byt aplikovdny jako
pevné ldtky, doddvaji uZivateli jako kompletni smés vdetné
nosiéd, kdeZto v pfipadé, %e md byt prisada aplikovdna jako
kapalina, doddvd se uZivateli obecné 4&inni slozka, kterd
se pfed pouZitim suspenduje v odpovidajicim objemu vody.

Pokud mé& byt pfisada podle vyndlezu aplikovdna jako
pevnd ldtka, mGZe byt jako nosié& sildsni prisady podle vy-
ndlezu pouZit libovolny vhodny materidl. Priklady vhodnych
nosic¢l jsou obiloviny jako drcené kukufidné palice, jeény
a pSenilny Srot a dal$i materidly jako vdpenec, jil, k¥ida,
magnezit a mastek.

Sildzni pfisady obecné obsahuji kromé nosicd, déinnych
latek a inhibitort proteasy jesté dalsi 1ldtky, pfiddvané z
riznych divodd. Libovolnd dal3i pridand litka mide byt za-
hrnuta jako dal$i komponenti v ddinné sloce podle vyndlezu.
Mezi dalSi ldtky patfi Ziviny (kterymi mohou byt cukry jako




je sacharosa, laktosa atd.); rustové faktory,b které Jjsou
nezbytné pro rust nékterych bakterii (vCetné kvasnicného
extraktu, kukuriéného vyluhu, vitamind a aminokyselin); latky
priddvané z divodd ochrany Eivotaschophosti bakterii; anti-
oxida&ni 1l4tky; 1ldtky napomdhajici pfijmu kysliku a oleje
a dalsi latky sniZujici sklony pfisad k prasnosti nebo zlep-

Sujici pfilnavost k plodindm.

Relativni poméry nosie a uUc¢inné sloZky pritomnych
v sildZni prisadé zdvisi na prisadé a Jjejim plsobeni.

Pokud je prisada podle vyndlezu aplikovdna ve formé
pevné ldtky, je vhodné ji doddvat do pice v mnozstvi v rozme-
zi 0,1 aZz 5 kg na tunu oSetfované pice, s vyhodou v rozmezi
0,2 kg az 1 kg na tunu. Pokud je pfisada aplikovdna jako
kapalina, je vhodné ji doddvat v mnozZstvi v rozmezi 0,5 litru
az 5 litrd na tunu oSetfované pice, pfridemz ucinnd slozka
se priddvd do vody v mnozstvi v rozmezi 1 g az 100 g na
litr. K aplikaci pfrisady podle vyndlezu at uz jako pevné
ldtky nebo v kapaliné, miZe byt pouzit libovolny vhodny ap-
likadtor.

SildZni prisada podle vyndlezu miZe byt pouzita k vy-
robé sildZe z libovolného vhodného materidlu vcetné plodin
uvedenych dfive v tomto popisu, je vsak zejména vhodnd pro
sildZovédni trav.

Vyndlez ilustruji ndsledujici priklady provedeni vy-

ndlezu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1 (diagnosticky)

Extrakty Jjilku vytrvalého se Sedesdtindsobné <isti
srdZenim siranem amonnym, gelovou filtraci a chromatografii
na iontomé&nidich. Zjisti se, Ze aktivity takto wvycisténych
enzymii jsou nestejnorodé, ale presto sdileji stejny model

inhibice rdznymi inhibitory proteas (Tabulka 1). Podstatna




inhibice byla zji$téna pouze s p-chlormerkuribenzodtem, ktery
je inhibitorem cysteinové proteasy. Inhibice byla téz zjis-
téna s pepstatinem, ktery Jje inhibitorem asparagovych pro-
teas, ale v mnohem menSim rozsahu. Nebyla zjiSt&na inhibice
s fenylmethylsulfonyl-fluoridem, ktery je inhibitorem serino-
vé proteasy. Z té&chto Udajd byl vyvozen z&vér, %e hlavni
skupinou proteas pfitomnych v jilku vytrvalém jsou cysteinové

proteasy.
Tabulka 1

Inhibitor "Cilovy" Koncentrace Inhibice

enzym %
PCMB cysteinovy 1T mM 100
I0ODAA cysteinovy 1T mM 10
PMSF serinovy 1 mM 2
Pepstatin asparagovy 5 /ug/ml 17
Legenda k tabulce 1:
PCMB : parachlormerkuribenzodt,

IODAA : ?odoctové kyselina,
PMSF : fenylmethylsulfonyl-fluorid.

Priklad 2

Pfiklad 1 se opakuje za pouziti pufrovanych extraktd
jilku vytrvalého. Extrakty se inkubuji p#¥i rozdilnych hodno-
tdch pH v ptritomnosti kombinace antibiotik, kterd se pouzi-
vaji, aby zabrdnila fermentaci b&hem inkubaci. Pouzité inhi-
bitory proteas byly specifické pro rizné skupiny proteas a
byly prevdzné mikrobidlniho pivodu. Vysledky jsou shrnuty




v Tabulce 2. Inhibice autolyzy byla méné patrnd ne? inhibice
pozorovand u Cdsteéné vylisténych prepardtd v Prikladu 1.
Inhibice vSak byla opét pozorovdna pouze za pouziti E-64

(specifického inhibitoru cysteinové proteasy) a pepstatinu.

Tabulka 2
Inhibitor "Cilovy" Koncentrace pH Inhibice
enzym %
E-64 cysteinovy 10 /uM 4 13
Pepstatin asparagovy 5 /49 / ml 5 47
Aprotinin serinovy 5,6 TIU 6 0
A-PMSF serinovy 130 /uM 6 0
Legenda k tabulce 2:
E-64 ¢ trans-epoxy-sukcinyl-L-leucyl-amido(4-guanidino)-
butan,
A-PMSF : (p-amidinofenyl)methylsulfonyl-£fluorid,
TIU : trypsinova inhibiéni jednotka.
Priklad 3
SildZuje se vicelety jilek vytrvaly (su$ina (DM = dry

matter) 279 g / kg, vodou rozpustné uhlohydrdty 113 g / kg
suSiny, celkovy dusik 26,5 g N / kg sudiny, rozpustny dusik
433 g / kg N). Trava se sildZuje bud oSetfend nebo neodet¥end
kyselinou mravenéi (1,6 g /kg zelené hmoty), coZ md za cil
sildZovat trdvu pfi pH 6,25 nebo pH 5. Provede se 6 oSetfeni
travy (uvedenych v Tabulce 3) pfi kaZdém pH. PouZiji se &ty¥i
ruzné inhibitory proteas: E-64 (inhibitor cysteinové prote-

asy), pepstatin (inhibitor asparagové proteasy), vodny ex-




trakt z brambor/ktery obsahuje inhibitory jak serinové tak
cysteinové proteasy, a formaldehyd ktery snizuje proteolyzu
vytvdfenim reverzibilnich zesité&nych vazeb mezi bilkovinami.
Celkové se naplni 36 sil, protoZe kaZdé oSetfeni se opakuje
ve tfech silech. Sila tvofi . 100 ml odmérné vdlce vybavené

Bunsenovymi ventily, a v kazZdém sile se sildZuje 70 g trdvy.

Sila se oteviou po 82 dnech. Ve vSech sild? vypada
dobfe konzervovand bez viditelného kaZeni. Vysledky analyz

sildzi jsou uvedeny v Tabulkdch 4 a 5.

Snizeni pH sildZované trdvy pomoci kyseliny mravend&i
mélo maly vliv na sloZeni sildZe. OSetfeni kyselinou mravené&i
vSak mélo podstatny vliv na koncentraci kyseliny mlééné, ky-
seliny octové a ethanolu; tyto rozdily vznikaly vlivem &patné
kvality fermentace sildZe konzervované po oSetfeni jak kyse-
linou mravenéi tak formaldehydem. Divody tohoto jevu nejsou
jasné.

Inhibitory proteas mély téZ maly vliv na fermentaci
sildZe. Ve srovndni s formaldehydem neoSetfenymi sildZ¥emi
neovlivnilo priddni extraktu z brambor rozklad bilkovin v
sile (Tabulka 5). Ani pouZiti pepstatinu neovlivnilo kvalitu
sildZe. AvSak E-64, ktery je inhibitorem cysteinové proteasy,
vyznamné (P < 0,001) sniZoval mnoZstvi rozpustného dusiku
(0,80 rozpustného dusiku kontroly) a amoniakdlniho dusiku
(0,73 amoniakdlniho dusiku kontroly), produkovanych bé&hem
sildzovani.

Vysledky téchto studii ukazuji, Ze cysteinové proteasy
jsou hlavnim typem proteas uUfastnicich se rozkladu bilkovin
v sile, a Ze ptiddni specifickych inhibitord cysteinovych
proteas, mikrobidlniho pivodu, miZe sni¥ovat rozsah proteo-
lyzy probihajici v sile, ani? by v ném nepfizniv& ovliviovalo
tvorbu mlééné kyseliny.




Tabulka 3
OSetfeni Koncentrace
Voda -
E-64 10 /uM
Pepstatin 5 /49 / ml

E-64 a Pepstatin

Extrakt z brambor

nefedény extrakt

jako vyse

Formalin 3 g/ kg travy
Tabulka 4
OSetfeni Susina pH WSC Lac Ac Et
(g/kg) (g/kg
susiny)
SildZovdno p¥i pH 6,2
Kontrola 249 3,75 30,1 120 24,3 5,37
E-64 244 3,76 30,6 115 22,7 3,15
Pepstatin 239 3,75 30,2 126 22,2 9,26
E-64 + Pepstatin 247 3,76 30,1 111 22,5 2,56
Extrakt z brambor 244 3,72 30,0 124 23,1 7,22
Formaldehyd 254 3,76 29,6 115 20,8 2,67
SildZovdno pfi pH 5,0
Kontrola 250 3,69 30,2 124 22,1 0,5
E-64 249 3,72 30,2 115 19,6 0,92




Pokracovdni Tabulky 4:

OSetfeni Sugina pH WSC Lac Ac Et
(g/kg) (g/kg
susiny)
Pepstatin 251 3,72 29,9 115 21,0 0,5
E-64 + Pepstatin 244 3,80 30,9 102 17,5 2,25
Extrakt z brambor 247 3,74 30,8 110 24,2 13,7
Formaldehyd 252 4,49 29,7 51 19,3 18,5
SE 0,5 0,086 0,60 7,0 1,16 1,06
Legenda k tabulce 4:
SE : standardni odchylka pruméru ze 6 pozorovdni,
Lac : kyselina mléénd,
Ac : kyselina octovd,
Et : ethanol,
WSC : vodou rozpustné uhlohydrdty.
Tabulka S

OSetfeni Celkovy N Rozpustny N  Amoniakdlni N

(gN/kg suSiny) (gN/kg N) (gN/kg N)
Sildzovdno pfi pH 6,2
Kontrola 26,9 535 88,5
E-64 26,3 424 68,3
Pepstatin 27,1 547 79,6




Pokracovani Tabulky 5:

Osetreni Celkovy N Rozpustny N Amoniakdlni N
(gN/kg susiny) (gN/kg N) (gN/kg N)
E-64 + Pepstatin 26,8 454 54,5
Extrakt z brambor 26,2 524 86,9
Formaldehyd 24,4 528 85,6

SildZovédno pri pH 5,0

Kontrola 22,1 520 85,3
E-64 27,4 357 58,1
Pepstatin 25,3 597 75,8
E-64 + Pepstatin 26,5 414 49,6
Extrakt z brambor 27,1 522 68,2
Formaldehyd 26,7 518 100,8
SE 0,49 2,4 0,48

Legenda k tabulce 5:

SE : Standardni odchylka pruméru ze 6 pozorovani

Priklad 4

Vicelety jilek vytrvaly se nasekd na délku pfiblizZné
2 cm a p¥idd se 20 ml vody nebo niZe popsaného vodného roz-
toku na 70 gramd trdvy. Smés se stlac¢i a ulozi do uzavfenych
sil neumoZnujicich p¥istup vzduchu a uchovdvanych p¥i teplo-
té mistnosti po dobu trvani experimentu. Jilek vytrvaly

obsahoval susinu 190 g /kg, vodou rozpustné uhlohydrdty v




mnozstvi 241 g / kg susiny, celkovy dusik v mnoistvi 42,5

g / kg susiny a rozpustny dusik v mnoZstvi 487 g / kg dusi-

ku. Zbyly dusik byl pritomen v podstaté jako bilkovina. 20 ml

vody nebo roztoku obsahovalo tam, kde je to uvedeno, dosta-

tedné mnoZstvi inhibitoru enzymu nebo/a uvedeného bakteri-

alniho prepardtu,

aby se ziskala mnozstvi v mikrogramech na

gram Cerstvé trdvy uvedend v ndsledujici tabulce.

Tabulka 6

OSetfeni

Koncentrace

/ug/g Cerstvé travy /um/g Cerstvé trdvy

Voda (kontrola)

E-64 11,25 0,03

22,5 0,06

45,0 0,12
Pepstatin 30,0 0,04

(Pepstatin) (E-64)

Pepstatin a E-64 30,0 22,5 0,04 0,06
Antipain 32,0 0,04
Cystatin 1,2 0,9
"ECOSYL’ 31/t (2,85 g/1)
"ECOSYL’ "ECOSYL ™ aplikovdn ve vySe

uvedené ddvce, E-64 apliko-

vdno 22,5 /ug/g travy




"ECOSYL  je komer&né dostupnd sildZni prisada pro vodné sus-
penze vyrdbénd Imperial Chemical Industries PLC. “ECOSYL’
je ochrannd zndmka Imperial Chemical Industries PLC. Tento
produkt obsahuje jako svou hlavni udcinnou slozku kmen L. plan-
tarum NCIMB 48027 suSeny vymrazenim, spolecné s Zivinami.
VSechna oSetfeni byla provedena ve trech opakovdnich. Sila
byla otevfena po 50 dnech a sildz ve vsSech silech vypadala
dobfe konzervovand bez viditelného kaZeni. Pepstatin je in-
hibitorem asparagové proteasy. Antipain je inhibitorem cys-
teinovych a serinovych proteas a Cystatin Jje inhibitorem
cysteinovych proteas. Predpokldadd se u nich, Ze se ekvimole-
kuldrné vdZou s proteasami. V ndsledujicich tabulkdch ne-
bilkovinny dusik (rozpustny dusik) nezahrnuje amoniak. SE
znamend standardni odchylku, kterd je ve v8ech tabulkdch pro
t¥i pozorovdni; symbol La znamend laktdt; symbol Ac pred-
stavuje acetdt a Et znamend ethanol. Laktat a
acetdt jsou vyjadfeny jako volné kyseliny. Zkoumdni
produktd sildZovdni wukdzalo, Ze inhibitory proteas maji
maly vliv na fermentaci sildZe,a Ze produkce kyseliny mlécné
nebyla ovlivnéna. V ndsledujicich tabulkdch DM znamend su-

Sinu.

Tabulka 7

Viiv zvysovdni koncentraci E-64 na dusikaté frakce sildze

Koncentrace E-64 Celkovy N Nebilkovinny N Amoniakdlni N
/ug/g travy gN/kg DM gN/kgN gN/kgN
0 407 643 72,4
11,25 360 558 61,1

22,5 366 586 70,8




Pokracovdani Tabulky 7:

Koncentrace E-64 Celkovy N Nebilkovinny N Amoniakdlni N
/ug/g travy gN/kg DM gN/kgN gN/kgN
45,0 359 481 51,0
SE 0,89 2,22 0,71

SE : standardni odchylka pro tfi pozorovdni,

Nebilkovinny N nezahrnuje amoniak.

U sildzi oSetfenych E-64 v ddvce 11,25 /99 / g trdvy
se snizil obsah rozpustného dusiku (nebilkovinného dusiku)
na 87 % ve srovndni s obsahem dusiku v kontrolnim vzorku.
U sildzi oSetfenych E-64 v ddvce 45,0 /49 / g travy se sni-
2il obsah rozpustného dusiku na 75 % ve srovnini s obsahem
rozpustného dusiku v kontrolnim vzorku. Obsah amoniakilniho
dusiku se u sildZi oSetfenych E-64 v ddvce 45 /49 / g travy
snizZil na 70 % ve srovndni s obsahem amoniakilniho dusiku
v kontrolnim vzorku.




Vlivy zvySovani koncentraci E-64

Tabulka 8

na slozeni sildze

Aplikacdni pH DM WSC La Ac Eth
ddvka E-64 silaze
0 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0

11,25 3,41 158 24,5 202 19,3 38,9
22,5 3,48 163 24,2 188 22,2 33,3
45,0 3,40 164 31,3 175 18,4 35,5
SE 0,02 0,15 1,25 13,5 2,94 5,57

Legenda k Tabulce 8:

DM znamend susSinu v gramech na kilogram a

WSC znamend vodou rozpustné uhlohydraty,

La znamend kyselinu mlécnou,

Ac znamend kyselinu octovou,

Eth znamend ethanol,

vSe vyjddfeno v gramech na kilogram su$iny.

Pojmem susSina Jje minén zbytek po dehydrataci trdvy nebo

sildze.




Tabulka 9

Vliv E-64 a pepstatinu na sloZeni sildZe

OSetreni Celkovy N Nebilkovinny N Amoniakdlni N
gN/kg susiny gN/kgN gN/kgN

Kontrola 407 643 72,4

E-64 366 556 70,8

22,5 /ug/g trdvy

Pepstatin 435 521 60,6
30 /ug/g travy

E-64 (30 /ug/g trdvy)

a Pepstatin 428 438 62,9
(22,5 /ug/g trdvy)
SE 1,51 0,63 0,54

Pepstatin sniZoval mnoZstvi rozpustného dusiku (81 % dusiku
kontroly). SniZeni mnoZstvi rozpustného dusiku v sild%ich
bylo vyS8si pfi spolecné aplikaci pepstatinu a E-64 ve srovni-
ni se samostatnou aplikaci kaZdého inhibitoru. U sild3{
oSetfenych spoledné pepstatinem a E-64 se sni%il obsah roz-
pustného dusiku na 68 % rozpustného dusiku v kontrole.




Tabulka 10
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Vliv E-64 a pepstatinu na slozeni silaze

OSetreni pH DM WSC La Ac Eth
sildze
Kontrola 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 (22,5 /ug/g 3,48 163 24,2 188 22,2 33,3
trdvy)
Pepstatin 3,61 164 17,5 168 16,1 36,0
(30 /ug/g travy)
E~-64 (30 /ug/g travy)
a Pepstatin 3,56 163 11,1 171 23,9 38,9
(22,5 /ug/g travy)
SE 0,02 0,12 0,66 8,48 5,39 8,68

Legenda k Tabulce 10:

DM znamend susinu v gramech na kilogram a

WSC znamend vodou rozpustné uhlohydrity,

La znamend kyselinu mlécénou,

Ac znamend kyselinu octovou,

Eth znamend ethanol,

vSe vyjaddfeno v gramech na kilogram su$iny, a

SE znamend standardni odchylku pro t¥i pozorovdni.




Tabulka 11

Vlivy inhibitord cysteinové proteasy na dusikaté frakce sildze

OSetfeni Celkovy N Nebilkovinny N Amoniakdlni N
gN/kg DM gN/kgN gN/kgN

Kontrola 407 643 72,4

E-64 366 556 70,8

(22,5 /ug/g trdvy)

Cystatin 406 571 75,7
(1,2 jug/g trivy)

Antipain 411 524 69,1
(32 /ug/g trdvy) '

SE 1,02 2,40 0,76

Legenda k tabulce 11:

DM znamend su$inu,

SE znamend standardni odchylku pro tfri pozorovdni.

Obsah rozpustného dusiku byl v sildZich osetfenych cystati-
nem sniZen na 88 % rozpustného dusiku kontroly. Obsah roz-
pustného dusiku byl v sild%i oetfend antipainem sniZen na
81 % rozpustného dusiku kontroly.




Tabulka 12

Vlivy inhibitord cysteinové proteasy na sloZeni sildze

OSetreni pH DM WSC La Ac Eth
silaze

Kontrola 3,48 156 20,5 184 22,5 10,0

E-64 3,48 163 24,2 190 22,2 33,3

(22,5 /ug/g travy)
Antipain 3,55 161 24,1 163 28,8 4,31
(32 /ug/g travy)

Cystatin 3,65 160 17,2 183 29,4 4,55
(1,2 /ug/g travy)

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

Legenda k tabulce 12:

DM znamend su$inu v gramech na kilogram a
WSC znamend vodou rozpustné uhlohydrity,

La znamend kyselinu mlé&nou,

Ac znamend kyselinu octovou,

Eth znamend ethanol,

vS8e vyjddfeno v gramech na kilogram susiny, a

SE znamend standardni odchylku pro t¥i pozorovdni.




_20_

Tabulka 13

Vlivy E-64 a 'ECOSYL u na dusikaté frakce sildze

OSetreni Celkovy N Nebilkovinny N Amoniakdlni N

gN/kg DM gN/kgN gN/kgN
Kontrola 407 643 72,4 5
E-64 366 586 70,8

(22,5 /ug/g travy)

"ECOSYL’ 378 533 63,2
(8,55 /ug/g travy)
E-64 (22,5 /ug/g trdavy)
a 'ECOSYL (8,55 g/1) 355 421 33,3
SE 0,79 1,51 0,79

Legenda k tabulce 13:

DM znamend sufinu,

SE znamend standardni odchylku pro t¥i pozorovdni.

U sildZe oSetfené 'ECOSYL em bylo mnozstvi rozpustného du-

siku sniZeno na 82 % rozpustného dusiku kontroly. U sildZe
oSetfené E-64 a 'ECOSYL em bylo zjidt&no vétii sniZeni obsa-

hu rozpustného dusiku ve srovndni s oddélenou aplikaci kaZ-

dého oSetfeni. PF¥i spoleéném p#iddni

"ECOSYL 'u a E-64 se

obsah rozpustného dusiku v sildZi sniZil na 65 % rozpustného

dusiku kontroly.




Tabulka 14

vlivy E-64 a ECOSYL u na

slozeni sildZe

OSetfeni pH DM WSC La Ac Eth
silaze
Kontrola 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 3,48 163 24,1 188 22,2 33,3
(22,5 /ug/g travy)
"ECOSYL’ 3,63 154 16,0 149 42,6 11,2
(8,55 /ug/g travy)
"ECOSYL’
(8,55 /ug/g travy) ‘
a E-64 3,45 164 28,9 132 42,0 30,2
(22,5 /ug/g trivy)
SE 0,03 0,11 0,92 13,9 8,53 5,45
Legenda k tabulce 14:
DM znamend su$inu v gramech na kilogram a
WSC znamend vodou rozpustné uhlohydrdty,
La znamend kyselinu mlécnou,
Ac znamend kyselinu octovou,
Eth znamend ethanol,
vie vyjddfeno v gramech na kilogram susiny, a
SE znamend standardni odchylku pro tfi pozorovani.
Zavéry:
Vysledky wukazuji, Ze béhem sildZovani jsou aktivni

cysteinové a asparagové proteasy.

Priddni specifickych in-




hibitord cysteinové a asparagové proteasy, bioclogického pu-
vodu, snizilo rozsah proteolyzy v sile, aniZ by nepfiznivé

ovlivnovalo produkci mlééné kyseliny v sile.

Snizeni obsahu rozpustného dusiku u sild%i oSetfenych
"ECOSYL 'em ve srovndni s obsahem u kontrolnich sild%{ 1lze
pri¢itat vlivu pH na proteolytické enzymy jilku vytrvalého
(tyto vykazuji nejvy$s$i aktivitu pfi pH 5 a? 7); olekdvd se
rychlejsi sniZeni pH v poddtednich stadiich sildZovdni u
sildZi oSet¥enych 'ECOSYL em ve srovdni s kontrolnimi sild-
Zemi.

Zdd se, Ze kombinace inhibitord cysteinové a asparago-
vé proteasy nebo inhibitoru cysteinové proteasy a ‘ECOSYL u
sniZuje proteolyzu v sile ve vét3im rozsahu ne? oSet¥eni
pouze jednim ¢inidlem.
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1. Silazni prisada,
t i m , Ze obsahuje uUéinnou slozku pro sildZovdni plodiny
a alespon jeden inhibitor enzymu proteasy, vybrany ze sku-

piny zahrnujici inhibitory cysteinové proteasy a inhibitory
. Cf"kwi C e < . s
asparagove proteasysy "'cfehto inhibitor &i tyto inhibitory

jsou biologického plvodu.

nédroku 1, vyznadcuijici
slozka

2. Prisada podle
slozkou

s e t im, Ze udcinnou je kyselina nebo
bakteridlniho puvodu.

3. Prisada podle ndroku 2, vyznadcuijici
t i m , Ze bakteridlni sloZkou je mléénou kyselinu pro-

s e
dukujici kmen Lactobacillus nebo/a Streptococcus nebo/a
Pediococcus.

podle 1libovolného =z predchozich ndrokd,

4. Prisada
t i m , Ze inhibitorem cystei-

vyznadcuijici s e
nové proteasy je cystatin nebo antipain nebo trans-epoxy-

-sukcinyl-L-leucyl-amido(4-guanidino)butan.

5. Prisada podle ndroku 4, vy zna ¢ujici
s e t { m , Ze trans-epoxy-sukcinyl-L-leucyl-amido(4-gua-
Agric. Biol.

nidino)butan se vyrobi podle HANADAy a kol.,
Chem. 42 (3) 529 az 536 (1978).

pfedchozich ndroku,

podle 1libovolného z
inhibitorem aspa-

6. Prisada
s e t im, Ze

vyznadcuijici
ragové proteasy je pepstatin.

pfedchozich ndroka,

7. Prisada podle libovolného z
vyznadcuijici s e tim, Ze je v ni pfitomen
jak inhibitor enzymu cysteinové proteasy tak enzymu aspara-

gové proteasy.




8. Prisada podle libovolného z ndrokl 1 aZ 7 v kapalném

nosici, ktery obsahuje vodu.

9. ZpGsob vyroby sildZe, vy znaduijici s e
t im, Ze se plodina sildZuje v pfitomnosti alespof jednoho
inhibitoru enzymu proteasy, vybraného ze skupiny zahrnujici
inhibitory cysteinové proteasy a inhibitory asparagové pro-
prlcemsE - NN . . o
teasy, tento inhibitor ¢i tyto inhibitory jsou biologickéno

pavodu.

10. ZpGsob podle ndroku 9, vyznacuijici
s e t im, Ze se inhibitor cysteinové proteasy aplikuje

na Cerstvé posekanou trdvu predtim, ne3 je sildzZovana.

11. Zplsob podle ndroku 9 nebo ndroku 10, v y z n a -
cujici s e t i m, Ze se inhibitor cysteinové pro-

teasy aplikuje v rozmezi 10 aZ 130 ,umol / kg plodiny.
/

12. Zpisob podle libovolného z ndrokd 9 a% 11, v y -
znadcuijici s e t i m , Ze se inhibitocr asparagové
proteasy aplikuje v rozmezi 1 aZ 60 mg / kg plodiny.

13. Zplsob podle libovolného z ndrokd 9 a%? 12, v y -
znadcuijici s e t im, Ze v dobé aplikace inhibi-
toru do plodiny je pH v rozmezi 3 az 7,5.

14. Zpdsob podle libovolného z ndrokd 9 aZ 13, v y -
znacuijici s e t im, Ze se aplikuje kapalnd
pfisada obsahujici inhibitor proteasy v mno¥stvi od 1 gramu
do 100 grami na litr v nosidi obsahujicim vodu, v ddvece v

rozmezi 0,5 aZ 5 litrd na tunu oSetfované pice.

15. Zpusob podle libovolného z ndrokl 9 a% 14, v y -
znadcuijici s e t im, Ze se sildZ vyrdbi fer-

mentaci trav, obilovin, legumindz nebo ryie.




- III

16. Silaz vyrobend zpusobem podle libovclného z naro-
9 az 15 nebo za pouziti prisady podle libovolného z nédro-
1 az 8.
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