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Anotace

Silaze pattik zakladnim objemnym krmiviim vyuzivanym ve vyzivé skotu. Uspéch
silazniho procesu je dan obsahem cukrt a pufra¢ni kapacitou konzervované
biomasy. Vyssi obsah dusikatych latek a nizsi obsah cukri vyznamné snizuje
silazovatelnost. SilaZovatelnost je mozné ovlivnit zvySenim obsahu susiny. Vyssi
sugina je nezbytna zv1a§té u bilkovinnych picnin. Spatné povétrnostni podminky
v dobé¢ sklizné spojené s vyssim srazkami a vzduSnou vlhkosti mohou branit
zavadani na potfebny obsah susiny. Nedostate¢né zavadani miize vést nejenom
ke zhorSeni kvality silazi, ale také ke snizeni zdravotni bezpec€nosti pice.

Cilem ptedlozené metodiky je porovnat obsah biogennich aminti a mykotoxind
v silazich vojtésky seté, jetele luéniho a hybridu Pramedi konzervovanych pii
nizké susiné a oSetfenych biologickym a chemickym aditivem a doporudit
vhodné postupy konzervace bilkovinnych picnin s nizkou su$inou s cilem
zachovat zdravotni bezpec¢nost krmiv.

Hodnocen byl celkovy obsah biogennich amini (BA), histaminu (Him), tyraminu
(Tym), putrescinu (Put), kadaverinu (Cad), spermidinu (Spd) a sperminu (Spm).
Pouzitim biologickych aditiv s obsahem Lactobacillus lactis, Lactobacillus
plantarum a Enterococcus faecium se snizil obsah hodnocenych biogennich
amind v silazich jetele lu¢niho ze stanovisté Vatin. Vyrazné nizsi produkce
biogennich amini v silazich hodnocenych jetelovin (jetel lucni, vojtéska seta,
hybrid Pramedi) ze stanovisté Troubsko i1 Vatin byla patrna pii pouziti chemického
aditiva tvofeného 43 % kyseliny mravenci, 30 % mravenc¢anu amonného, 10 %
kyseliny propionové a 2 % kyseliny benzoové.

Mykotoxiny deoxynivalenol (DEO) a zearalenon (ZEA) byly zachyceny v zelené
hmoté¢ a silazich. Piestoze byly vyrobené silaze prosté vlaknitych hub, tak zde
zustal zachovany obsah deoxynivalenolu a zearalenonu.

Zdravotni bezpec€nost silazi je mozné v prvé fadé zajistit dodrzenim vsech
technologickych zasad pfi jejich vyrobé. Nezbytné je zejména dosdhnout

optimalni susiny silaze. Pfi silazovani bilkovinnych krmiv s nizkym obsahem
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susiny je tfeba vyuzit silazni aditiva. V biomase mize dochazet k hlubokému
rozkladu bilkovin a nasledné tvorbé biogennich aminti. Biogenni aminy se tvori
v ptipadé, ze nedojde k okyseleni silazované hmoty béhem 10 dnti. Tento proces
je mozné ovlivnit rychlym okyselenim silazované biomasy prostiednictvim

organickych kyselin.




Annotation

Silage is one of the fundamental roughages used in cattle nutrition. The success
of the ensiling process is given by the contents of sugars and buffering capacity
of the biomass. Higher protein content and lower sugar content significantly
reduces ensilability. Ensilability can be influenced by increasing of dry matter
content. Higher dry matter content is needed especially for protein forage. Bad
weather conditions at harvest time (higher rainfall and atmospheric humidity)
may prevent wilting to necessary dry matter content. Low dry matter content can
lead to a deterioration of silage quality and to reduce forage safety.

The aim of this methodology is to compare the content of biogenic amines and
mycotoxins in silages of alfalfa, red clover and hybrid Pramedi preserved at
low dry matter content and treated with biological and chemical additive and
recommend appropriate procedures of legumes ensiling with a low dry matter
content in order to preserve forage safety.

It evaluated the total content of biogenic amines (BA), histamine (Him),
tyramine (team), putrescine (Put), cadaverine (Cad), spermidine (Spd) and
spermine (SPM). Using a biological additive containing Lactobacillus lactis,
Lactobacillus plantarum and Enterococcus faecium has been reduced content
of biogenic amines in red clover silage from Vatin station. Significantly lower
production of biogenic amines in silages evaluated legumes (red clover, alfalfa,
hybrid Pramedi) from station Troubsko and Vatin was evident with the use of
a chemical additive consisting of 43% formic acid, 30% ammonium formate,
10% propionic acid and 2% benzoic acid.

Mycotoxins deoxynivalenol (DEO) and zearalenone (ZEA) were captured in
green matter and silage. Silage did not contain filamentous fungi, but was present
deoxynivalenol and zearalenone.

Silage safety can be primarily achieved by compliance all the technological
principles during their preparation. It is necessary to keep the optimum dry

matter. Silage additives should be used at ensiling of legumes with low dry
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matter content. During ensiling can be a deep degradation of protein and the
subsequent formation of biogenic amines. Biogenic amines are formed when the
ensiled biomass is not acidified during 10 days. This process can be influenced

by rapid acidification of the silage biomass through organic acids.




1 Uvod

Silaze patfi k zakladnim objemnym krmivim vyuzivanym ve vyzivé skotu.
Kukufiéné silaze jsou vyznamnym zdrojem energie. Zdrojem dusikatych
latek mohou byt silaZze vyrobené z vojtésky seté nebo jetele lu¢niho. Vyssi
obsah dusikatych latek a niz$i obsah cukrii vyznamné snizuje silazovatelnost,
zejména vojt&sky seté. Uspéch konzervaéniho procesu zavisi na obsahu susiny.
Vy&si obsah susiny je naprosto nezbytny pii sildZovani vojtésky seté. Spatné
povétrnostni podminky v dobé sklizng, spojené s vysSim srazkami a vzdusnou
vlhkosti, mohou branit zavadani na potfebny obsah suSiny. Nedostate¢né
zavadani mize vést nejenom ke zhorSeni kvality silazi, ale také ke snizeni
zdravotni bezpecnosti pice. Zdravotni riziko mohou pfedstavovat mykotoxiny
produkované vlaknitymi houbami a biogenni aminy, které vznikaji v dusledku

hlubokého rozkladu bilkovin.




2 Cil metodiky

Cilem predlozené metodiky je (I) popsat metody analyzy biogennich amind
uplatnéné v riiznych laboratofich Ceské republiky, (II) porovnat obsah biogennich
aminti a mykotoxint v silazich vojtésky seté, jetele lucniho a hybridu Pramedi
konzervovanych pii nizké suSiné a oSetienych biologickym a chemickym
aditivem, (III) porovnat obsah biogennich aminti v zelené pici, zavadlé pici
a silazich vojtésky seté konzervovanych pii rizné susing€, kontaminovanych
zeminou a osetfenych biologickym a chemickym aditivem, (IV) porovnat obsah
biogennich amint v silazich z bilkovinnych picnin vyrobenych v provoznich
podminkéch a (V) doporucit vhodné postupy konzervace bilkovinnych picnin

s nizkou susinou s cilem zachovat zdravotni bezpe¢nost krmiv.
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Bilkovinné picniny
3.1.1 Vojtéska seta (Medicago sativaL.)

Vojtéska setd se vyznacuje vysokym obsahem bilkovin. Vedle velkého mnozstvi
vitamint obsahuje také mineralni latky, zejména vapnik, fosfor, draslik a hot¢ik.
Vyzivna hodnota vojtésky je ovliviiovana fadou faktori, jako je poradi sece,
vegetacni faze, teplota a také mnozstvi destovych srazek v pribéhu vegetace. Vyssi
teploty v prib¢hu vegetace ovliviiuji obsah NDF v bunécnych sténach a tim snizuji
stravitelnost organické hmoty (Mika et al., 1997). Vyssi teploty v pribéhu vegetace
zpusobuji veétsi prodychani asimilati a tim snizeni obsahu vodorozpustnych
sacharidi (Hakl et al., 2005). V piipadé vodniho deficitu dochazi ke snizeni vynost
a snizenim kvality, ktera je zpisobena lignifikaci pletiv (Mika et al., 1997).

Sklizen porostl je tieba provadét ve fazi butonizace (nasazeni kvétnich poupat),
(Dolezal et al., 2006), nejpozdeji na pocatku kveteni. Pozdé&ji se vyrazné zvysuje
obsah vlakniny, snizuje se obsah energie a hrubého proteinu. Kvalita pice vojtésky je
dana podilem listti a lodyh. Podil listii v rané fazi prvni sede byva 42 az 48 % (Simko
in Dolezal a Skladanka, 2008). V listech je obsazeno 18 —28 % NDF, 12 —-20 % ADF
apres 30 % hrubého proteinu. Naproti tomu ve stoncich je 35 — 70 % NDF, 30— 55 %
ADF ajen 10 —20 % hrubého proteinu. Stravitelnost organickych zivin je ovlivnéna
nejen obsahem vlakniny (podilem ligninu a obsahem celuldzy), ale také stupném
olisténi rostliny, dale obsahem sekundarnich metabolitli, zejména fenolovych latek
(Kala¢ a Mika, 1997). Pravé ve fazi butonizace je stejny podil listd a lodyh. Toto
je optimalni termin pro sklizen vojtésky nejenom z hlediska jeji produkce, ale také
kvality. Obsah hrubého proteinu v tomto obdobi piesahuje 24 %. Faze butonizace
je relativng kratka a trva 5 az 7 dni. Piipadna sklizen v ranéjsi vyvojové fazi nez je
butonizace mtize zpusobit technologické problémy pii konzervaci, kdy se zvySuje

riziko hlubokého rozkladu bilkovin a ndvazné tvorby biogennich amint.

11




(&)

Pice vojtésky seté se vyuziva pro vyrobu sena a silazi. Vojtéskové silaze patii
mezi bilkovinnd krmiva a ve vyzivé skotu predstavuji jeden z hlavnich zdrojt
bilkovinnych krmiv. Zaroven je to velmi obtizné silaZovatelna plodina. V této
souvislosti je problémem vysoky obsah hrubého proteinu, nizka pufracni kapacita
a nizky obsah vodorozpustnych sacharidi. Vojtéska se sildzuje po predchazejicim
zavadani. Pti susiné méné nez 20 % je vojtéska velmi obtizné silazovatelna, naopak
jeji silazovatelnost se vyrazné zlepSuje pii zavadnuti na susinu vice nez 40 %.
Zvyseni obsahu susiny vede k lepsimu fermentacnimu procesu, zvySuje se piijem
susiny a tim uzitkovost zvitat. Rozhodujici vliv na kvalitu silazi ma také poradi
sece. Ve druhé a dalsi seCi je piiznivéjsi pomér mezi obsahem hrubého proteinu
a vodorozpustnymi cukry. Rostlina se stava 1épe silazovatelnou. Vojtéskova silaz

byva vétsinou zkrmovana v davee 2-3 kg/100 kg zivé hmotnosti.
3.1.2 letel lu¢ni (Trifolium pratense L.)

Jetel Iuéni byl v minulosti vyuzivan ke zkrmovani v ¢erstvém stavu, nebot’ jeho
pice ve srovnani s travami nebo vojtéskou jen pomalu lignifikuje. Pomalejsi
starnuti pice jetele je dano zejména vysokou stravitelnosti stonkii ve srovnani
s vojtéskou a Stirovnikem rizkatym (Buxton et al., 1985). V dobé sklizné
predstavuji vétsi nebezpeci nepiiznivé povétrnostni podminky. Nepiiznivé
pocasi je spojeno s odkladem sklizn€ a starnutim porostu, ptipadné silazovanim
nedostateéné zavadlé pice.

Sklizen za¢ina ve fazi kvétnich poupat, ale i pfi plném kveteni si zachovava
dobrou kvalitu. Oproti vojtéSce ma pice jetele vyssi obsah rozpustnych cukri
a niz8§i obsah hrubého proteinu a proto je snadnéji silazovatelna. Tetraploidni
odrtdy oproti diploidnim obsahuji vyssi obsah vody v picio 1,3 az2,4 % (Hejduk
a Knot, 2010) a proto pomaleji zavadaji pro nasledné silazovani.

Pice jetele Iu¢niho se vyuZziva na vyrobu sena a silazi. Podobné jako vojtéska
setd patii jetel luéni mezi bilkovinnd krmiva. Vysoky obsah hrubého proteinu

zhorSuje silazovatelnost. Pro uspésnou konzervaci se nechava zavadnout na
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susinu 35 — 45 %. Podobné jako u vojtésky seté vede zvySeni obsahu susiny
k lepSimu fermentatnimu procesu, zvySuje se piijem suSiny a nasledn¢
uzitkovost zvifat. Nizsi pfijem susiny silazovanych jetelovin je ¢asto zplsoben
vznikem nezadoucich kvasnych kyselin (kyselina maselnd), rozkladem bilkovin
a vyskytem biogennich amini (Vysko¢il et al., 2008). Davka jetelovych silazi se
u skotu pohybuje od 2 — 3 kg/100 kg zivé hmotnosti.

3.1.3 Pramedi (Trifolium pratense L. x Trifolium medium L.)

Je mezidruhovy hybrid jetele lu¢niho (7rifolium pratense L.) cv. Tatra (2n=4x=28)
a jetele prostfedniho (7rifolium medium L.), (2n=8x=64). Jedna se o viceletou
jetelovinu, kterd mtize byt vhodnou nahradou za jetel lu¢ni. Vyska, doba kveteni
a kvalita je srovnatelna s tetraploidnimi odridami jetele Iu¢niho. Pramedi se
muze rozmnozovat vegetativné prostiednictvim kratkych podzemnich vybézkt
a ve srovnani s jetelem luénim je vytrvalejsi (Pelikan et al., 2016). Pi zkouskach
byly zjistény statisticky prikazné rozdily mezi odridou Pramedi a obéma rodici.
Pramedi vykazuje statisticky prikazné vyssi pocet lodyh na rostlinu. Hybrid lze
vyuzivat jako picninu na orné ptidé v ¢isté kultufe nebo ve smésich, ke zkrmovani

je vhodny jak v Cerstvém stavu tak jako silaz.
3.2 Biogenni aminy

Biogenni aminy patii mezi pfirozené $kodlivé latky k krmivech. Spolecné
s tekavymi mastnymi kyselinami mohou snizovat chutnost sildzi. Rovnéz byl
prokazan jejich neptiznivy vliv na zdravotni stav prezvykavci (Tveit et al., 1992,
Steidlova a Kalac, 2002).

Zakladem pro tvorbu biogennich amint je proteolyza, ktera probihd pfirozené
beéhem silazovani. Jedna se o dekarboxylaci aminokyselin plisobenim rostlinnych
protedz a peptidaz a enzymu bakterii (Scherer et al., 2015). Hluboky rozklad

bilkovin mohou zptsobit mikroorganismy rodu Clostridia, Bacillus, Klebsiella,
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Escherichia, Lactobacillus nebo Pediococcus. Vysledkem tohoto rozkladu je
tvorba biogennich amint (Santos, 1996). Obsah biogennich aminti v silazich
zavisi zejména na druhu plodiny a silaznim procesu (Scherer et al., 2015). Riziko
tvorby biogennich amint je zvlasté pii silazovani bilkovinnych picnin, jako je
vojtéska setd. Zvlasté v piipadech, kdy neni mozné zajistit odpovidajici susinu
a je silazovana nedostate¢né zavadla biomasa (Steidlova a Kala¢, 2002).

Mezi biogenni aminy patii kadaverin, spermidin, spermin, tyramin, fenyletylamin
nebo tryptamin (Tab. 1). Za nejvyznamnéjsi z biogennich aminti se povazuje
histamin, ktery vyvolava snizeni krevniho tlaku a zhorSuje cirkulaci krve
v koncetinach skotu. Putrescin byl oznacen za jeden z faktorti zpusobujicich
ketozu (Tveit et al., 1992). Biogenni aminy zplsobuji odlupovani sliznice
bachoru a stiev prezvykavcid. V dusledku expozice amind je sténa stfevni
propustna pro nestravené ziviny a $kodliviny z traveniny, do traviciho Gstroji
se tak dostava krev, ktera umoziuje rozvoj nezadoucich bakterii vyvolavajicich
chronické zanéty. Detoxikace biogennich amind v organismu zatézuje ledviny
a jatra (Krynski, 1988, Ktizek, 1993, Steidlova a Kalac, 2002).

Tab. 1 Aminokyseliny v silazich a souvisejici biogenni aminy (Santos, 1996)

Aminokyselina Souvisejici biogenni amin m

Alifatické

Lysin Kadaverin Diamin/polyamin
Putrescin Diamin/Polyamin

Arginin Spermidin Polyamin
Spermin Polyamin

Aromatické

Tyrosin Tyramin Monoamin

Fenylalanin Fenyletylamin Monoamin

Heterocyklické

Tryptofan Tryptamin Monoamin

Histidin Histamin Monoamin

14




3.3 Mykotoxiny

Vyroba objemnych krmiv je spojena s rizikem vyskytu mykotoxinid, které navic
mohou piechazet do potravniho fetézce (Skladanka et al., 2011). Mykotoxiny
jsou nebezpecné metabolity, které jsou casto karcinogenni a jejich vyskyt
vazné ohrozuje zdravi zvitat a lidi (Reverberi et al., 2010). Mykotoxiny jsou
produkovany vlaknitymi houbami a mohou byt pficinou chronickych nebo
akutnich onemocnéni (Tab. 2). Casto dochézi k produkei nékolika rozdilnych
mykotoxind stejnym druhem hub. Mykotoxiny kontaminuji krmiva jesté
pted sklizni nebo béhem skladovani. V nasich klimatickych podminkach se
v objemnych krmivech nejvice vyskytuje deoxynivalenol (DON) a zearalenon
(ZEA), (Vasatkova et al., 2010). Tyto mykotoxiny jsou produkovany houbou
Fusarium graminearum a dalSimi druhy rodu Fusarium. K produkci ZEA
dochazi za maximalni teploty 25°C. Zatimco produkce DON je zavisla na rostouci
teploté pohybujici se nad 25 C. V polnich podminkach mize soub&zné nastat
syntéza mykotoxini ZEA a DON. Deoxynivalenol zptisobuje zazivaci problémy,
Spatnou koordonaci pohybu, aborty. Krmiva kontaminovana deoxynivalenolem
mohou zvifata odmitat. Zearalenon je estrogenni mykotoxin, ktery zpusobuje
reprodukéni problémy. Napadnymi pfiznaky je vyrazné zdufeni vulvy a mlécné
zlazy. Zearalenon zabranuje vyvoji folikulti a zptisobuje pfiznaky pretrvavajici
fije nebo nymfomanie, podporuje tvorbu a perzistenci funkéniho progesteronu

produkujiciho Zluta téliska, coz zpisobuje anestrus a pseudograviditu.
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Tab. 2 Vlaknité houby produkujici mykotoxiny a jejich vliv na zvirata

Rod vlaknitych . Kontaminované . -
Hyketoxiny produkty

Aspergillus Aflatoxiny

Ochratoxin A

Fusarium Fumonisiny

T-2 toxin

Deoxynivalenol

Zearalenon

Penicillinum

Patulin

Roquefortin C

Jadrna krmiva

Jadrna krmiva,
silaze

Jadrna krmiva

Zelena pice,
silaze

Jadrna krmiva,
zelena pice,
silaze

Jadrna krmiva,
zelena pice,
silaze

Silaze

Ovoce, silaze

16

Karcinogenni a mutagenni
ucinek.

Pokles prijmu krmiva, snizeni
produkce mléka a prirGstka,
poruchy plodnosti.
Aflatoxiny mohou prechdzet
do mléka v poméru 65:1.

Rozklada se v dobie
fungujicim bachoru,
problémy pfi acidézach.
Poskozeni ledvin, zvyseny
pfijem vody, vy3si
nachylnost k onemocnéni.
Spatné se rozkladaji

v bachoru, poskozuiji jatra

a ledviny.

Céstecné se rozkladaji

v bachoru, problémy pfi
acidézach.

Pokles pfijmu krmiva,
produkce mléka a prirGstka.
Travici problémy, poruchy
plodnosti,

Vyuzivan jako indikator
kontaminace pice
mykotoxiny.

Rozklada se v bachoru,
problémy mohou byt u krav
s acidézou.

Snizeni pfijmu susiny,
poruchy traveni, snizeni
prirGstkd a produkce mléka.

Estrogenni aktivita, poruchy
reprodukce, nepravidelny
fijovy cyklus, vyskyt
folikularnich cyst, aborty

Neurotoxicky, narusuje
¢innost bachoru.

Neurotoxicky, narusuje
¢innost bachoru.




3.4 Silazni aditiva

Biologicka silazni aditiva stimuluji na zac¢atku fermentacniho procesu mlécné
kvaSeni. Slozena jsou z rGznych druhd mléénych bakterii. M1é¢né bakterie
pfispivaji k rychlému okyseleni silaZované hmoty. Doporuc¢ené minimalni
koncentrace jsou 100 000 zarodkd na 1 gram silazované hmoty (Dolezal
et al.,, 2012). Vyuzivany jsou nejenom homofermentativni (Lactobacillus
plantarum, L. casei, L. paracasei, Enterococcus faecium, Lactoococcus
lactis, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici), ale také
heterofermentativni (L. buchneri, L. brevis, L. delbruckii, Propionibacterium
freundreichii, Propionibacterium acidipropionici) bakterie mlééného kvaseni.
Bakterie heterofermentativniho kvaseni produkuji nejenom kyselinu mlé¢nou,
ale také kyselinu octovou a propionovou. Tyto kyseliny se podileji na potlaceni
sekundarni fermentace a mohou zastavovat rist plisni. VEétsinou se pouziva
kombinace homofermentativnich a heterofermentativnich bakterii. Biologicka
aditiva se vyuzivaji pii silazovani zavadlé biomasy.

Chemicka aditiva rychle snizuji hodnotu pH a inhibuji nezadouci skupiny
mikroorganismd, tim zamezuji hlubokému rozkladu proteini a mohou
snizit riziko vyskytu biogennich amini. Chemicka aditiva se vyuzivaji pro
silazovani biomasy s vys$si vlhkosti a niz§im obsahem vodorozpustnych
cukri. Mezi chemické konzervacni prostfedky patii organické kyseliny,
popf. jejich soli, louh sodny pro konzervaci vlhkého zrna, amoniak nebo

mocovina.
3.5 Vyroba silazi pro analyzy
3.5.1 Vyroba pokusnych mikrosilazi

Pokusné mikrosilaze byly vyrobeny v kontejnerech o priméru 150 mm

a vySce 100 cm. Silazovana byla biomasa vojtésky seté, jetele lucniho
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a hybridu Pramedi z pokusnych parcel zalozenych ve Vyzkumném tstavu
picninafském v Troubsku a ve Vyzkumné stanici MENDELU ve Vatiné.
Porosty byly sklizeny ve fazi butonizace (nasazeni kvétnich poupat).
Sklizena biomasa byla nafezana na velikost ¢astic 3 cm. Pro plnéni kazdého
kontejneru bylo odvazeno 8 kg hmoty. Kazda odrida byla silazovana
neoSetfena (A), oSetfend biologickym aditivem (B) a chemickym aditivem
(C). Jako biologické aditivum byly vyuzity baktérie mlécného kvasSeni
Lactococcus lactis (NCIMB 30117), Lactobacillus plantarum (DSM 16568),
Enterococcus faecium (DSM 22502/NCIMB 11181) a enzym xylanasa EC
3.2.1.8 a jako chemické aditivum bylo vyuzito 43 % kyseliny mravenci,
30 % mravencanu amonného, 10 % kyseliny propionové a 2 % kyseliny
benzoové.

Silazni kontejnery byly uchovany pii teploté 28 °C, v mistnosti bez piistupu
svétla. Otevieny byly po 90 dnech, kdy byly odebrany vzorky pro chemické

analyzy.

3.5.2 Vyroba silazi v provoznich podminkach

Pokusné silaze byly odebrany ze tfech podnikl v okoli Orlickoustecka, které
hospodaii v fepaiské a bramboraiské vyrobni oblasti. Nadmoiskd vyska se
pohybuje v rozmezi od 250 do 400 metri nad mofem.

3.6 Chemické analyzy

3.6.1 Analyza biogennich amind

Metoda na MENDELU

Priprava vzorku na stanoveni biogennich aminii

Pro ptipravu vzorku bylo navazeno 300 mg, ke kterému bylo nasledné pridano
2 ml H,O ACS. Vzorek byl nasledné podroben inkubaci pti 25 °C, po dobu 60
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minut, pii 300 rpm. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan pii 4 °C, 25 000g
po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl odebran supernatant, ktery nasledné byl
centrifugovan pii 4°C, 25 000g po dobu 10 minut. Takto pfipraveny vzorek byl
podroben analyze na AAA 400.

Stanoveni biogennich aminii

Pro analyzu aminokyselin byl pouzit kapalinovy chromatograf AAA
400 (Ingos, Ceska republika). Systém se skladd z napliové sklenéné
chromatografické kolony, dvou chromatografickych pump pro dopravu
eluénich pufrt a derivatiza¢niho c¢inidla, chlazeného karuselu pro 25
zkumavek o objemu 1,5 - 2 ml, davkovaciho ventilu, tepelného reaktoru,
VIS detektoru a chlazeného zasobniku pro derivatiza¢ni ¢inidlo. Sklenéna
chromatograficka kolona s vnitinim primérem 0.37 cm a délkou 5.5 cm
byla naplnéna silnym katexovym ionexem v sodikovém cyklu LG ANB
(laboratof pti Spolku pro chemickou a hutni vyrobu) s primérnou velikosti
¢astic 12 pm a siténim 8 %. Sklenéna kolona byla temperovana termostatem
na teplotu 60 °C. Chromatografické pumpy pro dopravu elu¢nich pufra
a derivatiza¢niho ¢inidla mohou pracovat pfi pratoku 0,01-10 ml/min pfii
nejvyssSim tlaku 40 MPa. Objem nasttikové smycky byl 100 pfi pfesnosti
nastfiku RSD 1 %. Dvoukanalovy VIS detektor s objemem pruto¢né kyvety
5 ul pracoval pfi vinovych délkach 440 a 570 nm. Jako derivatiza¢ni
¢inidlo byl pouzit roztok ninhydrinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Ninhydrin byl rozpustén v 75 % v/v organickém rozpoustédla
methylcellosolve (Ingos, Ceska republika) a v 25 % v/v 4M acetitovém
pufru (pH 5,5). K redukci byl pouZzit SnCl, (Lachema, Ceska republika)
Derivatizac¢ni ¢inidlo bylo po celou dobu uchovano pod inertni atmosférou
N, a chlazeno. Eluce aminokyselin probihala podle programu skokovym
gradientem elucnich pufri o rGzné iontové sile a pH, a také gradientem
teploty. Pti analyze byl pritok mobilni faze nastaven na 0,3 ml.min' a tlak
se pohyboval v rozmezi 4,5-6 MPa. Teplota na reaktoru byla nastavena na
120 °C.

19




AN

&

Metoda implementovana na Univerzité Hradec Kralové

Chemikalie

Standardy biogennich amint histaminu, spermidinu, sperminu, tyraminu,
putrescinuakadaverinua vnitiniho standardu 1,7-diaminoheptanu,derivatizacnich
¢inidel o-ftaldialdehydu a N-acetylcysteinu byly dodany v Ccistote 98%
a vyssi firmou Sigma-Aldrich, s.r.o. Acetonitril (gradient grade) a kyselina
chlorovodikova 37%, p.a.+ byla dodana firmou Chromservis, s.r.o. Kyselina
borita, hydroxid sodny a chlorid draselny byly cistoty p.a. a dodany firmou
Merci. K pripravé roztokl byla pouzita ultracista voda MilliQ (Merck).

Smésny zasobni roztok standardii biogennich amint byl pfipraven navazenim
100 mg jednotlivych amind, ktery byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky
(100 ml) a rozpustén v 0,1M HCI. Roztok vnitiniho standardu byl pfipraven
o koncentraci 1 mg/ml. Pro usnadnéni rozpusténi, byla pouzita ultrazvukova
lazen.

Instrumentace

Kapalinovy chromatograf Agilent slozeny z kvarterni pumpy série 1260
(G1311B), automatického davkovace vzorkl série 1260 (G1329B), termostatu
automatického davkovace série 1290 (G1330B), termostatu kolony série 1260
(G1316A), detektoru UV/VIS oblasti série 1260 (G4212B), fluorescenéniho
detektoru série 1260 (G1321B). Rizeni HPLC a zpracovéni vysledki probihalo
pomoci programu OpenLab CDS, v. C.01.01. Vyrobeno firmou Agilent
Technologies. K pipetovani byly pouzity pipety Eppendorf Research Plus.
Analytické vahy KEEN ABS 120-4 (Kern and Sohn).

Extrakce biogennich aminii

Kextrakci vybranych biogennich amini (BA) byla vyuzitametodika dle (Steidlova
& Kalag¢, 2002) s drobnymi modifikacemi. Pro stanoveni BA byl ptipraven kysely
extrakt. Bylo navazeno presné asi 20 g zmrazeného vzorku silaze, ptidano 200 ml
0,1M kyseliny chlorovodikové a 1 ml roztoku 1,7-diaminoheptanu o koncentraci
1,04 mg/ml, ktery slouzil jako vnitini standard. Smés byla homogenizovana

v mixeru po dobu 5 minut. Homogenizat byl zfiltrovan pres papirovy filtr
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a nasledné ptes nylonovy sttikackovy filtr o velikosti pori 0,22 um.

Filtrované extrakty byly uchovavany v mraznicce pii -18 °C. Pfed méfenim byly
extrakty rozmrazeny a zfedény 10x 0,1M HCL

Derivatizace

K derivatizaci byla pouzita vyvinuta metodika kombinujici o-ftaldialdehyd
(OPA) a N-acetylcystein (NAC). Mnozstvi 2,5 ul boratového pufru (0,2M
kyselina boritda v 0,2M KCI: 0,2M NaOH (1:1), pH = 9,3) bylo pfidano k 1
ul kyselého extraktu ze vzorku silaze a 5x promichano. Poté bylo pfidano 0,5
ul derivatiza¢niho ¢inidla (0,25 g OPA/50 ml metanolu; 1,52 g NAC/5S ml;
OPA:NAC:boratovy pufr 0,5: 0,045: 0,705) a vznikly roztok 10x promichan,
zfedén 32 pl boratového pufru a 8x promichan. K analyze byl davkovan 1 pl
derivatizovaného vzorku.

Chromatografické podminky

Separace probihala na kolon¢ Kinetex C8 o velikosti ¢asti 2,6 um, priméru 3 mm
a délce 75 mm s predkolonovym drzakem SecurityGuard a predklonkou C8 4 x 3
mm (vSe vyrobce Phenomenex, dodavatel Chromservis, s.r.0.).

K separaci byla pouzita gradientova eluce. Roztok A mé¢l slozeni 0,1M octan
sodny, jehoz pH bylo upraveno koncentrovanou kyselinou octovou na hodnotu
5,8. Rozpoustédlo B byl acetonitril. Pratok mobilni faze byl 0,49 ml/min.
Eluce zacala pfi slozeni mobilni faze 95 % A s linearnim gradientem do 87,2 %
Av case 1,5 min a 60 % A v ¢ase 15 min. Poté nasledovala kondicionace kolony
s mobilni fazi s 95% A. Chromatograficka kolona byla termostatovana na 25 °C.
K fluorescencni detekei byla pouzita excitacni vinova délka 330 nm a emisni
vinova délka 440 nm.

Chromatogram standardu BA o koncentracich 0,01 mg/ml je na obrazku la;
vzorek €. 17 na obrazku 1b; vzorek €. 17 s pfidanym mnozstvim 10 mg BA/20 g
vzorku na obrazku Ic.

Zpracovani vysledkii

Vytéznost metody byla stanovena metodou standardniho pifidavku. Ke

kvantifikaci byla pouzita metoda vnitiniho standardu.
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Obr. I Chromatogram &istého standardu. Casem oznaené piky odpovidaji

postupné histaminu, spermidinu, sperminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu

a 1,7-diaminoheptanu.
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Obr. 2 Chromatogram vzorku

17. Casem oznacené

piky odpovidaji

postupné histaminu, spermidinu, sperminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu

a 1,7-diaminoheptanu.
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Obr. 3 Chromatogram vzorku 17 s pfidanym mnozstvim 10 mg BA. Casem
oznacené piky odpovidaji postupné histaminu, spermidinu, sperminu, tyraminu,

putrescinu, kadaverinu a 1,7-diaminoheptanu
3.6.2 Analyzy mykotoxin(

Analyzy mykotoxint byly provedeny ELISA testem. ELISA test je kompetitivni
piimy enzymaticky test pro kvantitativni analyzu deoxynivalenolu (DON),
zearalenonu (ZEA), fumonisinu (FUM) a aflatoxinu (AFL) v riznych komoditach,
vcetné krmiv. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkach ppm (parts per milion), coz
predstavuje 1 miliontinu z celku (mg/kg), nebo ppb (parts per billion), coz
predstavuje 1 miliardtinu celku (pg/kg).

Princip ELISA testu

V kompetitivnim ELISA testu analyzovany mykotoxin obsazeny v testovaném
vzorku a konjugovaném antigenu soutézi o vazebna mista protilatky, na antigenu
je navazany enzym, ktery §tépi chromogen za vzniku barevné reakce. Cim vic
mykotoxinu vzorek obsahuje, tim vice vazebnych mist je obsazeno. Navaze se
méné konjugovaného antigenu a vysledna barevna reakce je slabsi, pficemz
konkrétni barva je zavisla na typu pouzité soupravy. Intenzita zbarveni je
meéfena pii odpovidajicich vinovych délkach, vysledné koncentrace analytti jsou

vypocteny na zaklad¢ srovnani s absorbanci standardnich roztoki.
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Priprava vzorkii na stanoveni mykotoxinii

Vzorky musi byt pfed samotnou analyzou fadné¢ homogenizovany. Z celkového
vzorku bylo po homogenizaci odebrano cca 250 g hmoty. Tato ¢ast vzorku byla
dale zpracovana dle metodiky (stfihani, mleti) a z ni byla po zpracovani odebrana
navazka (5-10 g dle metodiky) pro piipravu vzorku k analyze. Takto upravené
vzorky se nasledné extrahovaly bud’ destilovanou vodou, nebo 70 % methanolem
(70:30), zalezi na tom, jaky mykotoxin se zrovna stanovuje. Pro detekci DON
jsou vzorky extrahovany destilovanou vodou. Pro zjisténi pfitomnosti T2, ZEA
a AFL se pouziva extrakéni ¢inidlo nebo 70 % methanol. Mnozstvi vody nebo
methanolu se urCuje podle stanoveni. Po filtraci je teprve vzorek pfipraven na
analyzu. Aby stanoveni probéhlo spravné, musi se dbat na pH vzorkd, které by
meélo byt v rozmezi 6 — 8.

Postup pri ELISA testu

Elisa se provadi pomoci automatickych kalibrovanych pipet, kterymi se
mykotoxiny, standardy a ¢inidla pfenasi na stripy. Nejprve se pouzivaji ¢ervené
stripy (oznacené), do kterych podle poctu vzorkt dame 100 pl konjugatu Solution.
Dale nasleduji standardy, ty si sefadime podle koncentrace a pipetujeme opét 100
pl do jamek, vzdy do kazdé jeden. Prvni jamka se vynechava. Od kazdého vzorku
odpipetujeme 100 pl do jamek nasledujicich po standardech. Poté jednotlivé
jamky pomoci pipety promichame a pfeneseme do novych neoznacenych
stripti. Neoznacené stripy nechame inkubovat 5 — 10 minut podle toxinu, ktery
zrovna stanovujeme. Dale obsah vylijeme a 5x promyjeme destilovanou vodou.
Po inkubaci pouzijeme 100 pl substratu Solution a nechame opét 5 — 10 minut
inkubovat. Na zavér pouzijeme stop-¢inidlo Red stop Solution, kterym reakci
ukonéime. Stripy na desticce vlozime do readeru EL 808, ktery nam analyzu
vyhodnoti.

Vyhodnoceni ELISA testu

Po provedeni ELISA testu byla zméfena intenzita vysledného zbarveni pfi
vyrobcem doporucené vinové délce — Neogen 650 nm (modra az Cervenofialova).

Z absorbance standardnich roztokl byla vytvorena kalibra¢ni kiivka, ze které
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byly nasledné odecteny hodnoty ostatnich analyzovanych vzorkd. Pro relevanci
vysledku je diilezity také korelacni koeficient kalibraéni ktivky, ktery udava
pravdépodobnost spravnosti vysledku. Pro vyhodnoceni absorbance byla pouzita
¢tecka Biotek EL 808 UI se softwarem KC junior.

3.7 Biogenni aminy v pokusnych mikrosilaZich
3.7.1 Biogenni aminy v silaZich jetelovin

Experiment s viceletymi druhy jetelovin byl zaloZzen ve Vyzkumné picninaiské
stanici Ustavu vyzivy zvifat a picninafstvi AF MENDELU na pokusnych
pozemcich ve Vatiné a ve Vyzkumném ustavu picnindiském na pokusnych
pozemcich v Troubsku. Sklizeny byly porosty vojtésky seté¢ (Holyna a Tereza),
jetele luc¢niho 2n (Spurt), jetele lu¢niho 4n (Amos) a hybridu Pramedi v prvnim
uzitkovém roce. Pfedmétem hodnoceni byla biomasa z prvni sece. Silazovana
byla hmota o susiné 20 — 24 %. Reprezentativni vzorky pice (6 kg) byly umistény
do umélohmotnych mikrosilaznich nadob a utuzeny tlakem 600 kg/m®. Nadoby
byly skladovany v mistnosti bez pfimého svétla pti teploté 28 °C po dobu 90 dnti.
Pro konzervaci vojtésky seté a jetele lu¢niho bylo pouzito biologické a chemické
aditivum, pro konzervaci hybridu Pramedi pouze chemické aditivum. Pouzita
aditiva byla porovnana s neosetfenou kontrolni variantou. Biologické aditivum
obsahovalo bakterie mlééného kvaSeni Lactococcus lactis (NCIMB 30117),
Lactobacillus plantarum (DSM 16568), Enterococcus faecium (DSM 22502/
NCIMB 11181) a enzym xylanasu EC 3.2.1.8. Chemick¢ aditivum bylo tvoteno
ze 43 % kyselinou mravenci, 30 % mravencanem amonnym, 10 % kyselinou
propionovou a 2 % kyselinou benzoovou. Odbéry silazi byly provedeny 90 dnt
po zacatku konzervace. Odebrané vzorky pice byly analyzovany v laboratofich
Ustavu chemie a biochemie AF MENDELU v Brné&. Hodnocen byl celkovy
obsah biogennich amind (BA), histaminu (Him), tyraminu (Tym), putrescinu

(Put), kadaverinu (Cad), spermidinu (Spd) a sperminu (Spm).
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Celkovy obsah biogennich aminu byl v silazich ze stanovisté Vatin (Tab. 3) od
291 do 2149 mg/kg. Nejvyssi obsah byl zjistén v neosetfenych silazich jetele
lucniho 2n (2149 mg/kg). Silaze jetele lu¢niho 2n zde obsahovaly také vysoké
mnozstvi histaminu (147 mg/kg), tyraminu (663 mg/kg), putrescinu (608 mg/kg)
a kadaverinu (478 mg/kg). Van Os et al. (1996) potvrzuje skutecnost, ze pokud
nedojde k okyseleni silazni hmoty v prvnich 10 dnech fermentace, vyznamné
stoupa produkce biogennich amint. Hodnota pH ovliviiuje aktivitu dekarboxylaz
(Silla Santos, 1996) a zaroven inhibuje rist mikroorganismi (Bover-Cid
et al.,, 2000). Pouzitim biologickych aditiv s obsahem Lactobacillus lactis,
Lactobacillus plantarum a Enterococcus faecium se snizil obsah hodnocenych
biogennich amint v silazich jetele lu¢niho. Nishino et al. (2007) uvadi, Ze obsah
biogennich aminti mohou snizit biologickd aditiva s obsahem Lactobacillus
casei. Vyrazné nizsi produkce biogennich amind byla potom patrné pii pouziti
chemického aditiva. Celkovy obsah biogennich aminti zde byl 419 mg/kg, obsah
histaminu pouze 1 mg/kg, tyraminu 2 mg/kg a kadaverinu 0 mg/kg.
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Tab. 3 Obsah biogennich amint v silazich viceletych jetelovin ze stanovisté Vatin

Him Tym Put Cad Spd Spm BA
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Neosetiené

Vojtéska seta
Holyna

Vojtéska seta

Tereza =

Jetel lucéni 2n
Spurt

JLxJP

Pramedi 19

Biologické aditivum

Vojtéska seta
Holyna

Vojtéska seta

Tereza e

Jetel luéni 2n
Spurt

Chemicky konzervant

Vojtéska seta

Holyna !

Vojtéska seta

Tereza il

Jetel lu¢ni 2n
Spurt

JLxJP
Pramedi

147

51

44

663

50

711

126

51

187

130

608

309

176

485

166

182

120

96

348

27

478

164

24

279

262

253

288

296

218

309

267

157

321

307

521

453

2149

612

526

1629

629

503

291

419

663
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Pozitivni vliv biologického aditiva nebyl patrny u silazi vojtésky seté. NeoSetfené
silaze a silaze oSetfené biologickymi aditivy mély srovnatelny obsah biogennich
aminl. Naopak pouziti chemickych aditiv vedlo podobné jako u jetele lu¢niho
k redukci obsahu hodnocenych biogennich aminti.

Obsah biogennich aminti u hybridu Pramedi byl srovnatelny s vojtéskou setou.
Na rozdil od vojtésky seté nebyl obsah biogennich aminl ovlivnén pouzitim
chemického aditiva, vyjma obsahu histaminu, jehoz obsah byl po pouziti
chemického aditiva pouze 1 mg/kg susiny.

Celkovy obsah biogennich amint v silazich ze stanovisté Troubsko (Tab. 4)
byl od 257 do 1595 mg/kg. Na rozdil od stanovisté¢ Vatin zde byla hodnocen
tetraploidni odrida jetele luéniho. Silaze vojtésky seté mély vyssi obsah
biogennich amint (1224 a 1595 mg/kg), zejména tyraminu (522 a 1067 mg/kg),
putrescinu (464 a 151 mg/kg) a kadaverinu (67 a 196 mg/kg). Obsah histaminu

byl u silazi ze stanovisté Troubsko od 3 do 6 mg/kg susiny.
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Tab. 4 Obsah biogennich amint v silazich viceletych jetelovin z roku 2014,

stanovisté Troubsko

Him Tym Put Cad Spd Spm BA
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Neosetiené

Vojtéska seta 4 522 464 67 3 164 1224
Holyna

Vojtéska seta 6 1067 151 19 1 174 1595
Tereza

Jetel luéni 4n 3 145 129 66 5 169 517

Amos

dLxJP 4 03 117 52 8 219 503

Pramedi

Biologickeé aditivum

Vojtéska seta 4 709 247 60 3 166 1189
Holyna

Vojtéska seta 8 867 274 68 8 179 1404
Tereza

Jetel lucni 4n 9 59 348 65 5 187 672

Amos

Chemicky konzervant

Vojtéska seta 17 18 190 0 3 145 373
Holyna

Vojtéska seta 9 68 106 0 0 239 423
Tereza

Jetel lucni 4n 2 4 0 0 2 229 257
Amos

JLxJP 0 339 327 292 0 289 1248
Pramedi
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Biologické aditivum neovlivnilo obsah biogennich aminii u vojtéskovych
silazi, ani u silazi z jetele lu¢niho. Patrny byl vliv chemického aditiva. Pouzitim
chemického aditiva se u silazi vojtésky seté a jetele luéniho snizil nejenom celkovy
obsah biogennich amind, ale také obsah tyraminu, putrescinu a kadaverinu.

Silaze hybridu Pramedi mély srovnatelny obsah biogenni amint pfi pouziti
biologickych i chemickych konzervantt. Vyjimku pfedstavoval obsah histaminu,
ktery byl v silazich oSetfenych chemickym aditivem nulovy. Steidlova a Kalac
(2004) zjistili histamin u travnich silazi pouze v piipad¢€, ze nebyly osetfeny
aditivy (7,4 mg/kg). Silaze oSetfené chemickymi i biologickymi konzervanty

byly prosté histaminu.
3.7.2 Biogenni aminy u vojtésky seté

Experiment s vojtéskou setou odrida Jarka byl zalozen na pokusnych
plochach Vyzkumného ustavu picninaiského v Troubsku. Hodnocena byla
biomasa z prvniho uzitkového roku. Silazovany byly vzorky zelené a zavadlé
pice z prvni see. Cast silazovanych vzorkil byla kontaminovéna zeminou
z pokusné plochy. Reprezentativni vzorky pice (6 kg) byly umistény do
umélohmotnych mikrosildZznich nadob a utuZeny tlakem 600 kg/m?. Nadoby
byly skladovany v mistnosti bez ptfimého svétla pfi teploté¢ 28 °C po dobu
90 dnti. Pro konzervaci bylo pouzito biologické a chemické aditivum. Pouzita
aditiva byla porovnana s neoSetienou kontrolni variantou. Biologické aditivum
obsahovalo bakterie mlééného kvaseni Lactococcus lactis (NCIMB 30117),
Lactobacillus plantarum (DSM 16568), Enterococcus faecium (DSM 22502/
NCIMB 11181) a enzym xylanasu EC 3.2.1.8. Chemické aditivum bylo tvoieno
ze 43 % kyselinou mravenci, 30 % mraven¢anem amonnym, 10 % kyselinou
propionovou a 2 % kyselinou benzoovou. Odbéry silazi byly provedeny 90
dnt po zacatku konzervace. Vzorky zelené pice, zavadlé pice a silazi byly
analyzovany v laboratofich Ustavu chemie a biochemie AF MENDELU

v Brné. Hodnocen byl celkovy obsah biogennich amini (BA), histaminu
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(Him), tyraminu (Tym), putrescinu (Put), kadaverinu (Cad), spermidinu (Spd)
a sperminu (Spm).

Biogenni aminy byly zachyceny jiz v zelené pici a obsah biogennich amind se
nepatrné zvySoval také béhem zavadani (Tab. 5). SilaZe vyrobené z nezavadlé
biomasy mély celkovy obsah biogennich aminti od 85 az do 7986 mg/kg (Tab. 6).
Vysoky byl zejména obsah tyraminu, putrescinu, kadaverinu a sperminu. Pouziti
biologického aditiva bylo G¢inné, pokud nebyly silaze kontaminovany zeminou.
Kontaminace zeminou zvysila riziko vyskytu biogennich amind a naprosto
eliminovala ucinek biologického aditiva. Silaze vyrobené ze zavadlé biomasy
mély obsah biogennich aminl od 428 do 3243 mg/kg. Kontaminace zeminou
zvysila riziko vyskytu biogennich amint a stejné jako v piipadé zavadlé biomasy
eliminovala uc¢inek biologického aditiva. Kontaminace zeminou vedla ke
zvyseni obsahu problémového histaminu. Jak jiz bylo konstatovano v predeslé
¢asti, Steidlova a Kalac (2004) zjistili histamin u sildzi pouze v pfipadé, ze
nebyly oSetieny aditivy (7,4 mg/kg). Silaze osetfené chemickymi i biologickymi
konzervanty byly prosté histaminu. Pro vyrobu silazi z biomasy kontaminované

zeminou bylo G€innéjsi pouziti chemického konzervantu.

Tab. 5 Vliv kontaminace zeminou na obsah biogennich aminid v zelené

a zavadlé biomase vojtésky seté

Kontaminace Him Tym Put Cad Spd Spm
zeminou mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Zelena biomasa

Nekontaminovana 5 52 9 2 4 37 109
Kontaminovand 7 32 3 3 5 77 127
Zavadla biomasa

Nekontaminovana 5 115 6 4 6 34 170

Kontaminovana 11 145 8 5 10 34 213
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Tab. 6 Vliv kontaminace zeminou a obsahu susiny na obsah biogennich amint

ve vojtéskovych silazich

Kontaminace Him Tym Put Cad Spd Spm
zeminou mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Nezavadla

Neosetfené
Nekontaminovana 10 919 302 228 4 223 1686
Kontaminovana 11 551 262 148 0 240 1212

Biologické aditivum
Nekontaminovana 11 72 344 134 0 254 815
Kontaminovana 17 5948 1425 0 0 597 7986

Chemicky konzervant

Nekontaminovana 8 967 391 0 0 305 1671
Kontaminovana 12 1083 300 0 0 0 1395
Nezavadla
Neosetfené
Nekontaminovana 12 589 217 115 0 180 1114
Kontaminovana 11 652 258 255 0 163 1340

Biologické aditivum
Nekontaminovana 11 1200 435 250 0 428 2325
Kontaminovana 144 763 1799 368 0 168 3243
Chemicky konzervant
Nekontaminovana 15 848 243 0 1 222 1328

Kontaminovana 30 2 165 0 6 225 428
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3.8 Mykotoxiny v pokusnych mikrosilazich

Mykotoxiny deoxynivalenol a zearalenon byly zachyceny nejenom v silazich,
ale také v zelené hmoté (Tab. 7). V pripad¢ zearalenonu bylo na stanovisti
Troubsko mozné zaznamenat zvySeni obsahu zearalenonu v sildzované biomase.
V ostatnich pfipadech byl obsah mykotoxinti v silazované hmot¢ srovnatelny
s puvodni zelenou hmotou pred silazovanim, ptipadné byl dokonce nizsi.
Vl1édknité houby produkujici mykotoxiny patii mezi aerobni mikroorganismy,
jejich spory tak byly zaznamenany v zelené pici. Anaerobni prostiedi silazi
potlacilo mikroskopické houby (Obr. 4), ale nevedlo k deaktivaci pfitomnych
mykotoxind. Piestoze byly vyrobené sildze prosté vlaknitych hub, tak
zde zustal zachovany obsah deoxynivalenolu a zearalenonu. Mykotoxiny
prechazely spolecné se sklizenou zelenou pici do nasledné vyrobenych silazi
(Obr. 5 a Obr. 6).

Tab. 7 Obsah mykotoxinl v zelené hmoté¢ a silazich ze stanovisté Troubsko

a Vatin

Troubsko Vatin
Zelena hmota Silaz Zelena hmota Silaz

ZEA ZEA ZEA ZEA
ppm (ppb) ppm (ppb) ppm (ppb) ppm (ppb)

Vojtéska seta

0,4 31,84 03 8747 09 7850 0,2 60,21
Holyna

Vojtéska seta

047 2345 035 10723 083 8917 0,10 41,18
Tereza

Jetel luéni 2n

050 5026 033 7281 1,21 8556 031 5295
Spurt

Jetel luéni 4n

047 84,11 0,28 75,03 1,24 140,87 0,28 43,19
Amos

J. luénix J.
prostiedni 065 6478 026 8193 1,31 10423 023 4588
Pramedi
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Obr. 5 Porovnani obsahu zearalenonu (ppb) v zelené hmot¢ a silazich

vojtésky seté a jetele lu¢niho
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Obr. 6 Porovnani obsahu deoxynivalenolu (ppm) v zelené hmoté a silazich

vojtésky seté a jetele luéniho
3.9 Biogenni aminy v silaZich z provoznich podminek

Biogenni aminy jsou pro zeméd€lskou vyrobu v dnesni dobé jednou
z nejvyznamngjsich rizikovych skupin antinutri¢nich latek. Riziko roste, pokud
jsou krmné suroviny sklizeny za Spatnych hygienickych podminek (kontaminace
zeminou - infikace klostridiemi). Nejvétsi problém, ktery trapi zemédélské
podniky, je neptiznivé pocasi. Pokud dostatecné nezavadne bilkovinna picnina na
silaz a musi se sklizet za nizké susiny, je velky predpoklad, ze fermentacni proces
nebude optimalni. Mezi rizikové fadime zejména silaze bilkovinné (vojtéskové,
jetelové atd.). Na obr. 7 je vidét, Ze pfi nizkych suSinach je pravdépodobnost
vyskytu biogennich amini vysoka, zvlasté je to vidét na polynomické spojnici
trendu. Kolisani obsahu biogennich aminti v rozborech zalezi na mnoha faktorech,
které negativné ovliviiuji fermentacni proces. Pfi Spatném fermentacnim procesu

dochazi k rozkladu bilkovin, které se v rozboru projevi zvysenou proteolyzou.
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Obr. 7 Zavislost susiny na obsahu biogennich amini rok 2014 - 2015

Na obr. 8 je zachycen vliv proteolyzy na obsah biogennich aminti v bilkovinnych
silazich v letech 2014 - 2015. Pro lepsi prehlednost je hodnotami biogennich
aminl opét vedena polynomicka spojnice trendu, ktera prakticky kopiruje kiivku
hodnot proteolyzy. Proteolyza jiz vznika na poli na pokosu pii zavadani. Cim
delsi dobu lezi silazni hmota na poli, ptipadné do ni i prsi, tim je vyssi hodnota
proteolyzy a v piipadé¢ kontaminace hlinou (klostridie) se hodnoty zvysuji.
Hodnota proteolyzy se u bilkovinnych silazi toleruje do 7 % a u silazi z vojtésky
do 8 %. Pokud se hodnota proteolyzy dostane nad 15 %, je tato silaz podmine¢né
zkrmitelnd. V piipad¢, ze proteolyza je nad 20 %, pak je jiz zdravotné zavadna
a nesmi se zkrmovat. Zdravotni problémy pak zptisobuje pfi rozkladu bilkovin

jak cpavek, tak velké mnozstvi biogennich amind.
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Obr. 8 Vliv proteolyzy na obsah biogennich amind v silazich (rok 2014 —
2015)

V obr. 9 je znazornéna zavislost biogennich amind na kyselost vodniho vyluhu
(KVV). Dulezité je pti fermentacnim procesu rychlé a dostatecné zfermentovani
silazni hmoty. Podminkou ispéch je rychlé snizeni pH, ale to je siln€ ovlivnéno
susinou silaze. Pfi vyssich susindch je pH relativné vysoké a z tohoto diivodu
je vhodnéjsi sledovat i KV'V, které vypovida o celkovém mnozstvi vytvoienych
kyselin. Pokud KVV je dostatecné vysoké, tak to svédci o tom, ze fermentaéni
proces byl Uspésny. Z obr. 9 vyplyva, ze hraniéni hodnota KVV se pohybuje
na hladiné cca 1200. Tato zavislost vsak plati u silazi, které byly oSetieny
probiotickymi pfipravky. Pokud pouzijeme ke konzervaci piipravky na bazi
kyseliny mravenci, dochazi pii aplikaci k okamzitému okyseleni a k utlumeni
celkového fermentacniho procesu, takze i KVV bude nizsi. Nasledkem utlumeni
fermenta¢niho procesu je i mala proteolyza bilkovin, a vytvoii se malé mnozstvi

biogennich amind.
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Obr. 9 Zavislost biogennich aminti na KVV (rok 2015 —2016)

V tab. 8 jsou znazornény vysledky jednotlivych seéi a druhii silazi. Ve vojtéskové
silazi byl jako nejrizikové€jsi biogenni amin vyhodnocen histamin, jeho hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 11,7 az 489,5 mg/kg silaze. Tento biogenni amin se
zaroven vyznacuje vysokou mirou toxicity, ¢imz jeho vyskyt nabyva na vyznamu
a upozoriiuje na piipadné problémy s paznehty. Naopak u krmného hrachu
byla naméfena vysoka hladina kadaverinu. Dale byly naméfeny vyssi hladiny
tyraminu a putrescinu. Stejny trend byl zaznamenan rovnéz u vojtéskotravy
a silaze z TTP, kdy nejvice zastoupenym biogennim aminem v biomase byl
kadaverin. Pii hodnoceni biogennich amini je nutné také vychazet i z jejich
sumy, kterd se v daném obdobi pohybovala v rozmezi 118 az 2990 mg/kg silaze.
V tab. 9 je obsah biogennich amint u silazi odebranych v provoznich podminkach
v roce 2016. Tento rok byl v kvalité fermentacniho procesu velice vyrovnany.

Suma biogennich amint se pohybovala v rozmezi 55,9 az 1091,4 mg/kg silaze.
U vzorki 15 a 16 byl obsah biogennich amini velice nizky, protoze silaz byla
vyrobena za extrémné teplého pocasi (35° C) a fermentacni proces byl jen

minimalni. V tabulce u jednotlivych silazi jsou uvedeny jak aditiva biologicka,
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tak konzervanty na bazi kyseliny mravenci. V nadobovych pokusech se prokazal
pozitivni vliv na nizky obsah biogennich amint, tak i v provoznich podminkach
se to potvrdilo. Naptiklad vzorek €. 9 byla silaz z hrachu oSetfena kyselinami
a diky tomu nedoslo k rozkladu aminokyselin na biogenni aminy. S hodnotou
76,1 mg/kg silaze je bezpecnym krmivem pro skot. U vzorku €. 5, silaz z vojtésky
z prvni sece, je negativnim extrémem vysoka hodnota histaminu 368,5 mg/kg
silaze. Piestoze celkové mnozstvi biogennich aminti neni vysoké, pfesto tato

sildz mtize zplisobit zdravotni problémy s paznehty.
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Tab. 8 Obsah biogennich amint u silazi z provoznich podminek za rok 2014 —
2015

mmmmmm

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mglkg

Vojtéskova silaz 382 1141 3 0,5 233 277 449 1076
Vojtéskova siléz, 1.s. 378 11,7 3 9,4 310 41 257 633
Vojtéskova silaz 35 125 3 0,5 154 46 364 692

Hrach siléZovana drt 31,7 162 396 77,7 591 42 530 1296

Jetelotravni silaz, 2.
se¢, vak

Vojtéskova silaz 20 | 228 |9 0,5 110 55 125 322

323 437 946 9 450 249 109 955

Vojtéskovasilaz, 3.5eC, 393 4895 366 197 155 126 291 1117

vak

Vojtéskova silaz 39,1 218 319 74 272 27 158 519
Vojtéskovassilaz, 2.se¢ 40,8 40,2 123,7 151 218 39 30 466
Vojtéskova silaz 32,1 899 82 0,5 237 255 431 1021
Vojtéskovasilaz, 3.se¢ 459 264 21 8 31 40 26 151

Vojtéskovassilaz, 2.se¢ 41,3 222 275 221 11 22 14 118
SilazZ TTP 25% + voj.tr. 28 1784 284 26 215 291 459 1175
Vojtéskotravassildz, 2.s. 22,1 4449 11,1 46 557 708 1265 2990

Vojtéskova siléz 391 425 321 21,7 372 85 135 688
Hrachsilafovanadrt 268 69 358 129 209 229 629 1185

Vojtéskova siléz 305 298 889 32 364 41 246 802
e

tsr'?/zy vojtéska50%+ 305 177 184 23 41 24 44 147

Silaz TTP+vojt.+hrach
-1.odbér

Silaz TTP+vojt.+hrach
-2.odbér

363 366 53 0,5 423 35 82 583

347 1069 126 81 326 194 362 1009
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Tab. 9 Obsah biogenni amintl u silazi odebranych v provoznich podminkach

zarok 2016

10

12
13
14

15
16
17
18
19

20

Nazev
silaze

Sil.
vojtéska
sil.hrach
Sil.
vojtéska
silazni
hmota
silazni
hmota
Sil.
vojtéska
Sil.
hmota
Sil.
vojtéska
Sil.
vojtéska
sil. Hrach
Sil.
vojtéska
Sil.
vojtéska
sil hrach
sil.
vojtéska
sil.
vojtéska
sil.
vojtéska
sil. vojt
+hrach
sil.
kukurice
sil. vojt
+hrach
sil.
vojtéska

Bl = 5 ] ) = =) 2

4.s.

1.s.
panenss.
panenss.
1.s.
1.s. vojt.
3s

3s

2.

3.
panenss.
panenss.

2s.

2.5.vojt.

Bil.kon.
Bil.kon.
Bil.k.En

Bil.k.En

Kyseliny
Bil.k.En
Kyseliny
Kyseliny
Bil.k.E
Bil.kon.

Silosolve
Bil.k.E
Bil.k.+Ch
Bil.k.En
Bil.kon.
Bil.k.En

Bil.k.En

mg/kg
47,5
89,1
20,1

23,7
40,5
368,5

19,9

15,5

54

22,6
25,5
146

95
12,9
19,5
32
87,8

99,2

ma/kg mag/kg

10,1
19,7
10,1

11,5
13,8
16,7
223
9,6

334
74

349

13,9

1,7

12,7
13,9

20,7

11

13,8

41

33
20,4
289

16
18
25
45,5
14

6,8
124

23,5

37,6
55

14,8
6,2
10
27,8
6,2
6,6

36

mg/kg
28,5

137,8
189,5

13
10,5
90,1
11,4
229,8

272,7
11

24,9

299,8
2185

284,7
9.8
10,6
159,1
112
175,7

136,2

mg/kg ma/kg

28
1229
54

23,5
8,7

31,2
223
17,8

10,1
18,4

29,3

109,9
3922

14,2
11,2
9.2
26,7
89
183

178,7

58,1
456,4
2241

12,3
9.8
203,7
12
2939

19,5
11,3

584

607,6
624,6

784
6,5
8,1
252,6
77,8
390,9

523,7

mg/kg
205,2
846,3
526,7

88,3

101,3
735,2
1334
552,5

342,5
76,1

1764

10914
1278
556,1

55,9
64,7
506,4
317
855,1

987,6
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3.10 Doporuceni pro praxi

Zdravotni bezpeénost silazi z objemné pice je mozné v prvé fadé zajistit
dodrzenim vsech technologickych zédsad pii vyrobé silazi. Zasadou cislo
jedna je dodrzeni optimalni suSiny silaze. Pii sildzovani bilkovinnych krmiv
s nizkym obsahem suSiny je tfeba vyuzit silazni aditiva. V biomase muze
dochazet k hlubokému rozkladu bilkovin a nasledné tvorbé biogennich amint.
Biogenni aminy se tvofi v piipadé¢, ze nedojde k okyseleni silaZované hmoty
béhem 10 dnd. Tento proces je mozné ovlivnit rychlym okyselenim silaZzované
biomasy prostfednictvim organickych kyselin, jak vyplyva z dosazenych
vysledki. Pfi pouziti organickych kyselin neni nutnd vyssi suSina, ale jiz pfi
susinach kolem 30 % dochazi u bilkovinnych objemnych krmiv ke stabilizaci
silazni hmoty s minimalni dopadem na rozklad bilkovin a vzniku proteolyzy.
Jedinym problémem pii pouzivani organickych kyselin je cena konzervantu,
ktera je nékolikanasobné vyssi nez u probiotickych ptipravku. Z tohoto diivodu
doporucujeme maximalné vyuzit chemické konzervanty pii neptiznivém pocasi.
Pokud je pocasi pfiznivé, pak mizeme bez probléml vyuzit do bilkovinnych
silazi biologicka aditiva. Silazovatelnost bilkovinnych krmiv zalezi i na
konzervovatelnosti krmiva. Obecné lze fici, ze zalezi na obsahu hrubého
proteinu. Nejvétsi problémy se vyskytuji u mladé vojtésky, kde obsah hrubého
proteinu v priméru CR je cca 21 %, ale jsou silaze, které maji obsah az 27
%. Takova vojtéska ma nizkou susinu a na pokosu $patné zavada a zlstava na
poli nékolik dnii, aby dosdhla optimalni suSiny a to je hlavni problém vzniku
proteolyzy a nasledné tvorby biogennich amind. Z biologickych aditiv je mozné
vyuzit piipravky, které obsahuji Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum
a Enterococcus faecium. Jiné vysledky (Nishino et al., 2007) doporucuji
spiSe aditiva s obsahem Lactobacillus casei. U biologickych aditiv se u¢inek
snizuje u pice kontaminované zeminou, ktera obsahuje klostridie. Z Databanky
krmiv (vedené od roku 1997 v AgroKonzulté Zamberk spol. s r.0.), do které

se shromazd'uji krmiva ze zem&délskych podnikti v CR, se primér popelovin
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u silazi vojtések pohybuje na hladingé 11,11 % a to je nejvice ze silazi z objemnych
krmiv. Je v8ak hodné rozborti, které maji hodnotu popelovin v rozmezi 15 %
az 17 %. U silazi s tak vysokym obsahem popelovin pii nedodrzeni optimalni
susiny je velka pravdépodobnost znehodnoceni silaze. Pokud se vyrobi silaz
s proteolyzou 15 % nebo dokonce 20 % (zdravotné zavadna silaz) a zkrmuje se,
dojde ke snizeni uzitkovosti, ale co je mnohem horsi, je zhorSeni zdravotniho
stavu, rapidni sniZzeni zabfezavani a v neposledni fadé dochazi i k thynim.
Pokud silaz ma vice jak 20% proteolyzu (automaticky obsahuje vysoké mnozstvi
biogennich amintl), je nutné pfistoupit k likvidaci silaze z diivodu zdravotni
zavadnosti. Pokud silaz ma hmotnost 1000 tun, cena silaze za tunu se pohybuje
cca na 800,- K¢/t, pak likvidace silaze prijde zemédélsky podnik na 800 000,-
K¢. Jestlize bude zdravotné zavadna silaz zkrmena, pak ztraty na zviratech
a uzitkovosti budou mnohem vyssi, s pfedpokladem dlouhodobého zdravotniho
naruseni celého stada (v¢etné jalovic).

Na zdravotni stav a zhorSeni uzitkovosti ze zdravotné zavadné silaze ma vliv
cely komplex ukazatell. Pfi $patném fermentacnim procesu je vysoka proteolyza
a vnikaji antinutri¢ni latky. Z hlavnich toxicky ptisobicich latek je ¢pavek spolu
s biogennimi aminy. Mezi nejrizikovéjsi aminy patfi histamin, ktery vyvolava
snizeni krevniho tlaku a zhorSuje cirkulaci krve v koncetinach skotu. Abychom se
vyvarovali §patnému fermentacnimu procesu, je nutné maximalniho dodrzovani
spravného technologického postupu pii silazovani. V piipadé nepfiznivého
pocasi je vhodné pouzit chemicky konzervant, ktery ptispéje ke zvySeni zdravotni

bezpecnosti silazi.
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4 Srovnani novosti postupti

Predlozena metodika se zaméfuje na hodnoceni zdravotni bezpeénosti silazi
vojtésky seté, jetele luéniho a hybridu Pramedi. Hodnoti vliv druhu, susiny,
kontaminace zeminou a silaznich aditiv na obsah biogennich aminti a mykotoxint
u vyznamnych druhti jetelovin. Dosavadni prace se zaméfovaly zejména na
technologické postupy vyroby kvalitnich silazi, orientuji se na problematiku
hodnoceni obsahu organickych a anorganickych zivin, zvlastni pozornost
byva vénovana hrubé vlakniné. Pfedchazejici metodiky se podrobné zabyvaly
hodnocenim obsahu mykotoxini, ale zejména u kukufice seté a trav, které jsou
nachylnéjsi k houbovym chorobam. Publikovéna jiz byla metodika podrobné se
zabyvajici analyzou biogennich amind v silazich. Novost pfedlozené metodiky
spociva v implementaci analyzy biogennich amini na dalii pracovisté v Ceské
republice a posouzenim obsahu biogennich aminii nejenom u silazi v provoznich
podminkach, ale také u silazi vyrobenych v ramci maloparcelkovych experimentd.
Pfinasi nejenom vysledky hodnoceni obsahu biogennich amint v pokusnych
mikrosilazich, ale doporucuje také postupy pro praxi pii sildzovani nedostatecné
zavadlé pice s cilem zachovat zdravotni bezpecnost silazi. Obsah biogennich

amint je doplnén analyzou obsahu mykotoxint v silazich jetelovin.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Uzivatelem metodiky budou pfedev§im malé a stiedni zemédéelskeé podniky, které
se zabyvaji chovem piezvykavcl. Uzaviena byla smlouva o vyuziti vysledku se
Svazem chovatelti eského strakatého skotu. Metodika je urcena pro vSechny
zeméd¢lské podnikatele, ktefi chtéji zvysit zdravotni bezpecnost krmiv a kvalitu
zivo¢isnych produkti. Metodiku dale vyuziji zemédé€lsti poradei, ktefi jsou
zaméfeni na vyzivu hospodaiskych zvifat.

Metodika bude dostupna vsem uzivatelim v elektronické podobé ze stranek
Vyzkumného tstavu picnindiského v Troubsku a AgroKonzulty, s.r.o. Zemberk.
Publikace je dale vydana Vyzkumnym ustavem picninaiskym v poctu 300 ks
v tisténé podob¢, resp. na CD a bude k dispozici zdjemctim na konferencich

a seminafich.
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6 Ekonomické aspekty

Zdravotni bezpecnost silazi je velice dulezitd pro kazdého chovatele, protoze
se odrazi nejenom ve zdravotnim stavu hospodaiskych zvifat, ale i v kvalité
zivocisnych produktil, které maji tizkou souvislost s bezpecnosti a hygienickou
nezavadnosti potravin (maso a mléko). Ziskané poznatky mohou umoznit
vyrobu zdravotné bezpecnych sildzi a predchazet tim zdravotnim problémim
hospodarskych zvirat.

Metodika bude cenna z ekonomického hlediska zejména pro zemédélské podniky,
které maji ve svych krmnych davkach vysoké procento bilkovinnych silazi.
U téchto silazi roste riziko vyskytu biogennich amint a jejich nasledny vyskyt
vyznamné ohrozuje ekonomiku chovu. Véasna detekce vyskytu biogennich
amint povede k udrzeni odpovidajici uzitkovosti, snizeni finan¢nich naklada za
veterinarni lécbu a v neposledni fad¢ dojde k celkovému zlepseni welfare zvirat.
Silaze kontaminované biogennimi aminy a mykotoxiny nejsou vhodné k dalsimu
vyuziti ve vyziveé hospodaiskych zvitat, ani pro vyuZiti v bioplynovych stanicich.
Silaze s vysokym obsahem biogennich amint je potfeba znehodnotit. Pokud silaz
ma vice jak 20% proteolyzu (automaticky obsahuje vysoké mnozstvi biogennich
amint), je nutné pristoupit k likvidaci silaze z divodu zdravotni zavadnosti.
Pokud sildZ ma hmotnost 1000 tun, cena sildze za tunu se pohybuje cca na 800,-
Kcht, pak likvidace silaze prijde zemédélsky podnik na 800 000,- K¢. Jestlize
by zdravotné zavadnou silaz zkrmil, pak ztraty na zvifatech a uzitkovosti by
byly mnohem vyssi, s predpokladem dlouhodobého zdravotniho naruseni celého

stada (vcetné jalovic).
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