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Inledning

Grovfodret ar det enskilt viktigaste fodermedlet i svensk mjoélkproduktion. Cirka hélften av
fodret till svenska kor bestar av ensilerat grovfoder. Aven i produktionen av far- och notkott
samt i hasthallningen utgdr ensilerat grovfoder en betydande andel av fodret. Mangd och
kvalitet pa ensilaget har avgorande betydelse vid utfodring med 6kad andel narproducerat
foder och har en direkt paverkan pa ekonomi, djurhélsa och miljobelastning. Ensilerat
grovfoder &r ocksa ett fodermedel dar djuragaren oftast ar involverad i hela produktions-
kedjan fran odling och skard till ensilering och utfodring. Grovfodret utgor ocksa det
fodermedel som oftast ar behaftat med kvalitetstorningar, vanligen som en foljd av dalig
lagring. Det stalls darfor stora krav pa kunnande och kompetens hos djuragaren for att kunna
framstélla ett fodermedel som &r sakert for bade djurhalsan och livsmedelsprodukten.

Stora forskningsresurser har lagts ner pa att forbattra ensileringsprocessen men fortfarande
kvarstar problemet med varmgang vid uttag vilket innebar snabbt forsamrad kvalitet, 6kade
forluster och ibland kassationer av stora partier foder. Kraftig varmgang uppstar inte alltid,
utan till synes slumpartat i olika partier och under olika ar. Varmgangen synes vara knuten
till det lufttilltrade som sker under uttagningen av ensilaget och till otatheter i silon.
Lufttilltrade medfor alltid forluster genom att organisk substans omsétts till CO2 och varme.
Dessa forluster sker vid syretilltrade under lagringstiden men sannolikt ocksa under den langa
uttagstiden i stora silor. Sammantaget utgor dessa osynliga ts-forluster i en plansilo ofta 6ver
20 % &ven utan att man kasserar foder. Sa stora forluster uppmats inte i rundbalar.

Den till synes slumpartade varmgangen vid uttaget av ensilage kan bero pa en variation i
forekomst av bakterier, jast och mégelsvamp som snabbt kan véxa till nar tillgang till syre
uppstar. Som substrat kan den mjolksyra anvéandas, som bildats under lagringens anaeroba
fas. Oxidationsforluster sker alltid i stora silor med lang uttagstld Fragan ar av vilken
anledning varmgang upptrader vid 6ppningen av en silo. Aven pa en och samma gard med



konstanta rutiner kan ensilaget vissa ar snabbt ta varme och forstoras vid 6ppningen. Andra ar
kan stabiliteten vara mycket god med utebliven varmgang under hela uttagsperioden. En teori
ar att skillnaden beror pa olikheter i floran av svamp och bakterier som forekommer pa
grodan. Hur val den dverlever och vilka arter som &r narvarande.

Vid institutionen for husdjurens utfodring och vard pagar ett program for att forbattra
ensilageproduktionen. Programmets langsiktiga mal, dar foreliggande projektansokan utgor
en del, &r att:

*) klarlagga orsaker till varmgang och forluster i ensilage och utveckling av metoder for att
kunna analysera inverkan av faltfloran.

*) bevara naringsvardet under ensileringen och utveckla metoder for att minska forlusterna i
svensk grovfoderlagring.

*) producera ett underlag for att uppskatta de verkliga ts-forluster som uppstar vid olika
silotyper i avsikt att presentera ett palitligt berakningsunderlag vid investering in nya
ensileringssystem.

Bakgrund och koppling till andra projekt

For att uppnd programmets langsiktiga mal har flera projekt startats vid institutionen. Ett &ar
finaniserat av SLF och nyligen slutrapporterat (V1230024) "Ensilering av grovfoder, I-
Minskade forluster”. Detta projekt avsag ge svar pa fragor om skillnader i forluster mellan
silotyper, utveckla metoder for att mata forluster i fullskala samt studera betydelsen av
begransat lufttilltrade under lagringstiden. Parallellt med ndmnda projekt har med egen
finansiering ett licentiatarbete bedrivits med avsikt att utveckla ny metodik for att bedriva
ensileringsstudier. Som ett forsta steg genomfdrdes en meta-analys av samtliga
ensileringsforsok som genomforts vid institutionen det senaste decenniet i vilken man sokte
samband mellan grédornas kemiska sammansattning och ensileringsresultatet. Sambanden
var dock mycket svaga (Kasmaei et al, 2012). Licentiatarbetet borjade darefter alltmer
synkroniseras med ovan namnda SLF-projekt och inriktades pa att studera faltflorans
betydelse for ensileringsresultatet. Detta har inte studerats systematiskt tidigare darfor att det
ar svart att sarskilja mellan betydelsen av grodans kemisk-fysikaliska sammansattning och
betydelsen av faltfloran. Ett satt att genomfora sadana studier vore att anvéanda steril
gronmassa som inokuleras med féltflora. Licentianden har darfor under senaste aret borjat
testa olika metoder for att producera en steril groda for detta &ndamal.

Innevarande projekt har i har darfor bestatt i att inom ramen for ett doktorandarbete utveckla
en ny metod for att studera faltflorans betydelse for ensileringsresultatet. Metoden gar ut pa
att skapa en sterila grodor av olika utan &ndra alltfor mycket pa dess kemiska
sammansattning. Genom att infor ensileringen sedan tillsatta mikroorganismer som separerats
fran olika grodor uppstar majligheter att studera vilken paverkan faltfloran respektive
grodans kemiska och fysikaliska sammanséttning har pa ensileringsresultatet och
lagringsstabiliteten (varmgang). En metod baserad pa steril groda ger samtidigt ocksa helt
nya mojligheter att kunna utveckla nya tillsatsmedel for ensilering.

Hypoteser

1) Varmgang i ensilage initieras av vissa jastarter som finns i grodan

2) Faltfloran varierar kraftigt och 1ag aerob lagringsstabilitet, dvs varmgang vid uttag, beror
pa att gronmassan innehaller hog halt av jast som inte bara bryter ner socker utan dven
mjolksyra



3) Genom att skapa en steriliserade grodor och till dessa tillsétta varierande mikrobflora
grodor kan man faststalla vilka arter och stammar som orsakar varmgang och vilken
betydelse grodan har

4) Genom metoden med steriliserad och standardiserad gronmassa kan man utveckla jést-
eller bakteriestammar som konkurrerar med faltfloran och hammar varmgangen

Hypoteserna 1 och 2 har testats och redovisats 31/5 2016 i SLF-projektet V1230024,
"Ensilering av grovfoder, I- Minskade forluster”. Dér redovisas jastarter fran 30 gardar och
andra fragestéllningar kring jast och uttagstidens paverkan pa lagringsstabiliteten. Hypotesen
3 utgdrs av innevarande projekt medan hypotesen 4 utgors av det framtida arbetet.

| det foljande redovisas darmed i huvudsak resultatet fran det doktorsarbete av Kamyar
Mogodiniyai Kasmaei som innevarande projekt finansierat. Det ar publicerat i fyra referee-
granskade publikationer som tillsammans utgor doktorsavhandlingen (Mogodiniyai Kasmaei,
2016).

Material och metoder

| arbetet testades ett antal steriliseringsmetoder omfattande etanol (EtOH), kombinationen
EtOH och natriumhypoklorit (NaClO), neutral detergent buffert(ND), kéldchock, torr véarme
och fuktig varme. 200 gram av grodan doppades i de kemiska losningarna och darefter i
vatten. Koldchocken bestod av -80°C antingen direkt eller stegvis vis -20°C och -60°C. For
varmebehandlingen for-torkades forst grodan till 40 % ts varefter den frystorkades till 90 %
ts. De torra varmebehandlingen bestod i +121 °C i 20 minuter samt i 60 °C i tre timmar + 103
°C i 15 timmar. Den fuktiga varmebehandlingen utgjordes av autoklavering i +121 °C i 20
minuter vid 320 kPa tryck. Efter varmebehandlingen aterfuktades grodan till 40 % ts med
sterilt vatten. Effektiviteten av steriliseringsmetoderna véarderades med bestamning av
kvarvarande laktobaciller (LAB) enterobakterier, jast och mogel.

Forutom att vardera mangden kvarvarande mikroorganismer efter steriliseringen analyserade
grodans kemiska sammansattning for och efter behandlingen da avsikten varit att kunna
avlagsna mikrobfloran utan att &ndra den kemiska sammansattningen alltfér mycket.
Resultatet av steriliseringsmetodens paverkan pa grodan bestamdes framst genom
forandringen av vattenldsliga kolhydrater (WSC), buffertlésligt kvdave (BSN) och syraldsligt
fiberkvave (ADIN).

Steget efter att ha vérderat olika steriliseringsmetoder utgjordes av att jamfora ensilering av
rekonstituerad groda (steriliserad med aterférd mikrobflora) med obehandlad groda. For att
skapa en mikrobflora for aterforing (inokulat) skakades grodan med Ringer-l16sning forstarkt
med Tween 80. Losningen centrifugerades darefter (15500 g i 40 minuter) for att koncentrera
mikroberna i en pellett. VVatskefasen filtrerades darefter (0,45 och 0,22 um porositet) for att
aven fa med mikrober som inte fallit ut i centrifugeringen. Pelleten och filtret
homogeniserades dérefter och anvandes som inokulat. Steriliserade grédor inokulerades och
rekonstituerades med sterilt vatten for att efterlikna det obehandlade kontrollensilaget och
ensilerades i ca 60 dagar i 50 ml Falcon ror.

Som ett sista steg i projektet tillampades den framtagna metoden i syfte att skilja effekten av
grodans kemiska sammansattning fran effekten av den mikrobiella flora som finns pa grédan.
Till detta ensilerade tre grodor, en bestaende av enbart gras, en av enbart rodklGver och en av
majs. Fran varje groda tillverkades inokulat av mikrobfloran enligt ovan. Sedan steriliserades
varje groda och delades i tre delar som inokulerades med var och ett av de tre inokulaten.
Ensileringen skedde vid 40 % torrsubstanshalt i 100 ml glasror. Efter 71 dagar analyserades
utfallet av ensileringsprocessen kemiskt med avseende pa pH, mjolksyra, attiksyra,



propionsyra, etanol, 2,3-butandiol, ammonium-kvave. Efter 6ppningen sattes dessutom
ensilagen for matning av lagringsstabiliteten genom att mata temperaturékningen. Med hjalp
av PCR-teknik bestdmdes sammansattningen av mikrobfloran fore och efter ensileringen.

Effekten av steriliseringens inverkan pa de kemiska komponenterna analyserades med GLM
med groda, sterilisering och samspel som fixa faktorer. Samma statistiska metod tillampades
for att vardera effekten av de tre grodorna och de tre inokulaten samt samspelen dem emellan
(3 grodor x 3 inokulat x 2 replikat). For bioinformatikanalysen tillampade smetoden
beskriven av Muller et al, 2016 (Biotechnology for Biofuels, 9, 48).

Resultat

Metodutvecklingen

Som askadliggors i Tabell 1 reducerade sterilisering med EtOH i de flesta fall LAB till under
detektionsgransen men hade i princip ingen effekt pa enterobakterier och endast marginella
effekter pa jast och mogel. Moger var emellertid sérskilt kansligt mot EtOH + NaClO.
Kdoldchock avlagsnade mikrober mekansikt medan ND inte hade mycket effekt alls.

Table 1 Effect of different sterilization methods on epiphytic microbial counts of grass samples (n = 2).

Trials” Treatment LAB Entero- Yeasts Moulds

description bacteria

Log CFU/g FM

1) EtOH700
Control - 3.58% 5.442 5.442 4,762
30 sec Dipping: 30 sec <0.70¢ 4.842 3.60° 3.44%
30 sec/rinse Dipping: 30 sec/rinse 1.99° 4.052 3.59b 1.89%
60 sec Dipping: 60 sec <0.70¢ 4,232 3.28b 2.78%
60 sec/ rinse Dipping: 60 sec/ rinse <0.70¢ 4.452 3.81b 3.29%
Detection limit' 0.70¢ 0.70° 1.70¢ 1.70°
SEM 0.16 0.47 0.29 0.51
2) EtOH700/NaCIO/EtOH960
Control - 112 2.73 4.462 2.35%
EtOH700/NaCIO/EtO  Dipping: 60/60/30 sec <0.70 2.14 2.48% <1.7°
H960
Detection limit 0.70 0.70 1.70° 1.70°
SEM 0.24 0.45 0.45 0.03
3) Neutral detergent (ND) solution
Control - 3.592 3.622 3.842 4,132
NDO Dipping: 30 sec 2.08%® 4,122 3.872 4,132
ND30 Dipping: 30 sec 1.90% 3.20? 3.872 4.092
ND50 Dipping: 30 sec 1.57% 3.748 3.682 3.862
Detection limit 0.70° 0.70° 1.70° 1.70°
SEM 0.51 0.17 0.08 0.09
4) Cold shock
Control - 1.18 2.482 3.882 2.962
-20°C 24 h <0.70 2.532 3.982 2.982
-20/-60/-80 °C 3h/3h/18 h <0.70 2.002 4.022 2,932
-80 °C 24 h <0.70 2.472 3.912 2,778
Detection limit 0.70 0.70° 1.70° 1.70°
SEM 0.38 0.30 0.11 0.08
5) Autoclaving or dry heating (DH)
Control - 2.142 3.162 4.082 4.152
Autoclaving 121°C, 320 kPa, 20 min <0.70° <0.70¢ <1.7° <1.7°
DH 121°C, 20 min <0.70° 1.78° <1.7° <1.7°
Detection limit 0.70° 0.70¢ 1.70° 1.70°

SEM 0.18 0.05 0.06 0.02




Basta effekten hade varmebehandling varav den fuktiga autoklaveringen hade allra bast
effekt. Dessvarre paverkade autoklaveringen aven den kemiska sammanséattningen dar bade
WSC och BSN blev signifikant lagre medan ADIN Okade signifikant. For detaljer, se
Mogodiniyai Kasmaei et al (2014).

Verifiering

Utfallet av de olika metoderna resulterade i att den slutliga steriliseringsmetoden utformades
som en mildare torr varmebehandling dér grédan forst torkades skonsamt i 60 °C i 3 timmar
foljt av 103 °C i 15 timmar. Denna metod anvandes i Mogodiniyai Kasmaei et al (2015) dar
ocksa den ensilerade grodan ensilerades. | Figur 1 illustreras hur den kemiska
sammansattningen dven med denna mildare varmebehandling paverkades, om an i mindre
utstrackning. | Figur 2 jamfors resultatet efter ensilering av steriliserad gronmassa som
inokulerats med helt obehandlad gronmassa. Som synes blev ensileringsresultatet mycket
samstammigt med endast en mindre paverkan av mj6lksyra och ammoniumkvave.
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Figur 1. Kemisk sammansattning i obehandlad och steriliserad gronmassa.
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Figur 2. Fermentationsprodukter efter ensilering av obehandlad respektive steriliserad och rekonstituerad
grénmassa.

Effekten av grodans kemiska sammanséttning respektive den mikrobiella florans betydelse

Efter steriliseringsmetoden blivit publicerad och accepterad genomférdes studien dar avsikten
var att separera effekten av grédans kemiska sammansattning och betydelsen av
mikroorganismerna pa grodan. I Mogodiniyai Kasmaei (2016) visades att alla
fermentationsprodukter utom etanol paverkades av grodans kemiska sammanséttning medan



Tabell 2. Effekt av groda (F) och inokulum (1) taget fran grédan gras (G), rédkléver (C) och majs (M) pa ensileringsprodukter och lagringsstabilitet

F I FxI P-value!

G C M G C M SEM GxG GxC GxM CxG CxC CxM MxG MxC MxM SEM F I FxI
Fermentation variables®
pH 4,12° 455% 3.94° 428 425 408" 0.02 4.20 4.18 399 459 459 447 4.04 4.00 3.78 0.03 *** *** NS
Lactic acid 40.3> 57.08 27.5° 420 383 446 158 36.1 39.5 454 625 51.0 576 273 245 30.7 274 *** NS NS
Acetic acid 12.4° 26.78 10.7¢ 17.82 15.2° 16.82 0.40 12.1°¢ 12.4° 12.8° 285% 23.2° 2848 12.7° 10.1° 9.2¢ 0.70 *** *x  *
Propionic acid 260 3.0% 3.0° 2.9 2.8 2.8 0.06 2.6 2.7 2.6 3.1 2.9 3.0 3.2 2.9 2.8 0.11 ** NS NS
Ethanol 4.3 3.4 5.0 5.6 4.3 2.8 0.86 7.0 3.0 2.8 3.9 3.8 2.6 6.0 5.9 3.0 150 NS NS NS
2,3-butanediol 0.9° 2.0® 3.0° 15 2.1 22 0.35 0.2 1.0 14 1.2 2.5 2.4 3.2 2.9 2.8 0.61 ** NS NS
Ammonia-N 13.6° 155% 20.12 173 158 16.1 135 127 16.3 11.7 146 137 182 245 174 183 234 * NS NS
Stability variables®
Max temperature ~ 20.9° 20.6° 21.72 21.48 2122 20.7° 0.1 21.5% 20.9b 20.4% 20.5° 20.6° 20.7¢ 22.1% 2222 20.8° (02 ** * *
Unit pH rise 0.73° 0.03° 1.78% 1.56% 0.96° 0.03° 0.07 2.000 0.20° -0.01° 0.03> 0.01° 0.04> 2.64% 2.65% 0.05° 0.13 *** *** *

&¢Values with different superscripts within a row are different.

1 For the main effects: NS = non-significant (P > 0.5); "P < 0.05; ™P < 0.01; "™P < 0.001. For the interactions: NS (P > 0.10); “P < 0.10.

2 g/kg DM except for ammonia-N (g/kg total N).
3 Mean ambient temperature = 20.2°C. Unit pH rise = pH after aeration — before aeration.

“SEM =0.3.



endast pH och &ttiksyra paverkades av den mikrobiella sammansattningen (Tabell 2).
Majsensilage holl den lagsta méangden mjolksyra och attiksyra men pH i majsensilaget var
lagst. Samtidigt holl kloverensilage den hogsta halten mjolk- och &ttiksyra och det hogsa pH-
vardet. Inokulat fran gras och majs resulterade i mer attiksyra an inokulat fran klover.
Inokulat fran majs gav lagre pH an 6vriga.

Nér det galler lagringsstabiliteten hade kldvergrdodan bést lagringsstabilitet medan majs hade
samst. Nar inokulaten jamfordes hade inokulatet fran majs bast lagringsstabilitet. De
kombinationer av groda/inokulat som var instabila var grés/gras, gras/majs och majs/klover.

Den positiva effekten av mikrobfloran fran majs bade pa ensilagets pH och éattiksyra och dess
lagringsstabilitet (Tabell 2) kan bero pa den relativt hogre andelen Lactococcus spp. och
Leuconostoc spp. (Figur 3) eller den battre sammanséttningen av LAB. | analysen av
bakteriefloran i de fardiga ensilagen (Figur 4) utmarker sig ensilagen med inokulat fran majs i
kvartilen med mycket LAB men ocksa med Enterobacteriace, vilket var den dominerande
floran i majsens gronmassa (Figur 5).
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Figur 3. Relativ forekomst av mjolksyrabakterier i gronmassan av gras, rodkléver och majs.
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Figur 5. Relativ forekomst av bakterieforekomsten i gronmassan av gras, rodkléver och majs.

Slutsatser

e Genom ett urval av manga majliga har en metod tagits fram for sterilisering av
grénmassa genom upphettning i tva steg, 60 °C i3 timma + 103 °C i 15 timmar

e Steriliseringen paverkar den kemiska sammansattningen sa att vattenlosliga
kolhydrater och buffertlosligt kvave minskar och fiberbundet kvave 6kar men inte i
storre utstrackning an att da den steriliserade gronmassan ensileras med atervunnen
faltflora (bakterier, jast och mogel) sa blir ensileringsresultatet jamforbart med
obehandlad gronmassa

e Ensileringens slutprodukter paverkades mer av grodans kemiska sammansattning an
av den mikrobiella floran

e Ensilagets lagringsstabilitet paverkades i stor utstrackning av bade grodans kemiska
sammansattning och den mikrobiella floran
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