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Bakgrund

Mejeriindustrin upplever ater stora problem med mj6lkravara som inkommer till mejerierna
fororenade med smorsyrabildande bakterier i sporform. Det har konstaterats att en kritisk
punkt &r forokning av klostridier (Clostridium spp.) i ensilage. Nar mjolkkor konsumerar ett
ensilage med hog sporhalt gar sporerna ostorda genom matsmaltningskanalen och aterfinns i
tracken och darmed aven i miljén som omger djuren. Aven om stora anstrangningar laggs pa
att rengora spenarna vid mjolkningsarbetet sa ar en hog halt av sporer i tracken associerat med
hog halt i mjolken. Sedan 1990 har ett strukturerat forskningsarbete, syftande till atgarder for
att begransa smorsyrabildande bakteriers tillvaxt i ensilage, utforts. Man har trott sig ha
problemet under relativt bra kontroll N&r problem med sporhalt i mjolkravaran ater kraftigt
aktualiseras vintern 2005/06 kan orsaken sokas i ett av foljande pastaende avseende
ensilageberedning: 1) Mjélkproducenterna foljer inte rekommendationerna , eller 2) Det ar fel
pa rekommendationerna. En undersokning rorande pastaende 1) har utforts vid ett
examensarbete vid inst. for HUV (Johansson, 2007). Avseende pastaende 2) har indikationer
inkommit som gor géllande att smorsyrasporer forekommer dven i ensilage med hdg ts-halt.
De radande rekommendationerna baseras pa att vi tror oss veta att Clostridium tyrobutyricum
och andra sporbildare hdmmas mycket effektivt av hoga TS-halter i ensilaget. Detta baseras
pa att vi i Sverige och pa andra hall i manga ar gjort studier dar vi tillsatt CI. tyrobutyricum
som en storflora for att testa effekten av olika atgarder som paverkar klostridietillvaxten,
sasom bl.a. olika TS-halter. | samtliga fall sedan 1990 har man i Sverige da anvént en och
samma stam av ClI. tyrobutyricum som kallas av SLU ”209” och av SMR ”213”.

Hypotesen i arbetet har varit att de rekommendationer som ligger till grund for att begrénsa
tillvaxten av sporbildande bakterier genom att fortorka gronmassan kan vara fel da de till
stora delar baseras pa forhallanden som galler en enskild stam av CI. tyrobutyricum. | ensilage
forekommer manga olika stammar av Cl. tyrobutyricum, som troligtvis kan skilja sig at vad
galler egenskaper som pH-tolerans och tolerans for lag vattenaktivitet (d.v.s. hog TS-halt).

Anders Christiansson vid Svensk Mjolks forskningsavdelning i Lund forfogar dver en
bakteriebank med ett stort antal infrusna bakterier som i de flesta fall har blivit isolerade fran
mijolkravara eller ost mellan aren 1986 till 1992. 24 olika Clostridium-arter och -stammar har
valts ut i det nedan beskrivna forsoket dar dessa sporer tillsattes ensamt eller i kombination
med andra stammar till gronmassan strax fore ensileringen.

Syftet har darfor varit att jamfora ensilagens hygieniska kvalitet efter en kontaminering av
gronmassan med ett antal olika Clostridium-arter och —stammar for att kunna ta reda pa om
den av oss hittills anvanda Clostridium-stammen (cocktail 1, Tab.1) utgjort en bra matare for
tillvaxt av manga vanligt forekommande clostridiestammar.

Material och metoder

En vall med ca 65% grés (framst timotej och dngssvingel) och 35% rodklover skordades i
forsta (16 juni) och i andra skord (11 sept. 2007) med en slatterkross. Grodan fran varje
skordetillfalle fortorkades pa falt till ca 30% TS och ca 42% TS. Darefter hackades gron-
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massan i en liten stationdrhack (hackelseldngd ca 50 mm). Dessa fyra olika gronmasse-
partierna homogeniserades var och en, vagdes sedan upp i 11 partier a 3 kg. Tio olika spor-
cocktails som vardera innehdll 1-3 Clostridium-stammar (se Tabell 1) tillsattes till de olika
gréspartierna. Det elfte partiet utgjorde en obehandlad kontroll. Varje grasparti ensilerades
sedan i 3 sma glasburkar (volym 1700 ml; Bild 1). Fylimangden var for den lagre TS-halten
ca 700 g och for den hogre ca 570 g / burk. Totalt producerades 4 x 11 x 3 = 132 silor.

Under inlaggningen togs 2 prov fran varje gronmasseparti for analys av TS-halt (torkning vid
60°C i 18 tim., malning och sluttorkning vid 103°C i 5 tim.), vattenaktivitet (se nedan), aska
(féraskning vid 550°C i 3 tim.), raprotein (Kjeldahl-kvave x 6,25), socker (SLL-method nr.22,
Larsson & Bengtsson, 1983), nitrat (Autoanalyser Il system, Bran & Luebbe, Hamburg, Tysk-
land) och buffertkapacitet (McDonald & Henderson, 1962). Fran varje kontaminerad parti
togs ett prov och fran den icke kontaminerade kontrollen togs 3 prov for bestamning av
antalet Clostridium-sporer (se nedan). Mjolksyrabakterier bestamdes enbart i den icke
kontaminerade kontrollen (3 prov). Fran varje prov (40 g) gjordes minst 3 tiofaldiga
spadningar med Ringer-losning (Merck 1.15525). En ml fran varje spadning gjots in i
petriskalar med Rogosa-agar som hade sankts med éattiksyra till pH 5,5. Rakning av
kolonierna skedde efter anaerob odling i 3 dygn vid 30°C.

Alla 24 Clostridium-stammar som anvéandes harrérde fran Svensk Mjolks samling i Lund.
Stamsuspensionerna med de olika Clostridium-stammarna odlades upp efter en kort varme-
behandling. Odlingen skedde medels ytspridning pa RCM-agarplattor (Merck 1.05410) med
tillsats av 200 ppm D-cykloserin (Sigma C-6880). Plattorna placerades i en anaerobklocka vid
37°C i 5-7 dagar. De individuella sporsuspensionerna gjordes genom att skélja av kolonierna
fran plattorna med steril Ringer-l6sning. Sportatheten i suspensionerna (sporer/ml) bestamdes
dels med en Birker raknekammare (forsta skérd) och dels genom odling pa RCM-plattor efter
varmebehandling vid 80°C i 10 minuter (andra skord). Suspensionerna resp. cocktails
forvarades fram till anvandningen i kyla (+2°C).

Mellan 1- 3 Clostridium-stammar inom samma art kombinerades slumpvis ihop
for att producera 10 olika spor-cocktails (Tabell 1). Dessa cocktails tillsattes
sedan till grénmassan genom att spreja suspensionen éver den utspridda
grénmassan som Ig i en stor plastsick. Ca 10° sporer/g grés tillsattes.
Gronmassan blandades genom intensiv skakning av den uppblasta plastsacken.
Vid fyllningen av glasburkarna anvandes vinylhandskar som byttes efter varje
behandling. Efter fyllningen forsléts glasburkarna. Vattenlasen pa locken (Bild
1)fylldes dock med vatten forst 18 timmar efter forslutningen. Det innebar att
silorna blev gastéta forst efter 18 timmar. Detta forfarande gjordes for att
fordroja mjolksyrabakteriernas aktivitet och for att efterlikna den langsammare
forslutningsprocessen som &r vanlig i stora silor.

Siloburkarna végdes vid flera tidpunkter under lagringen for att kunna folja
forloppet av viktsforlusterna. Glasburkarna lagrades vid rumsvarme (19-22°C) i
103 dagar (forsta skord) resp. 126 dagar (andra skord). Darefter dppnades
burkarna, innehallet blandades i en plastpase och prov togs for att bestimma _— ;
antalet Clostridium-sporer, TS-halt, vattenaktivitet (a,), ammonium-kvave Bild 1. Glasburk med
(Am-N), pH och fettsyror. Am-N bestdmdes med ett AutoAnalyzer 11 System (Bran  lock och vattenlés.

& Luebbe, Hamburg, Germany). Fettsyror (mjolk-, attik-, smor-, barnstensyra),

etanol och 2,3-butandiol bestdmdes medels HPLC (Andersson & Hedlund 1983). Vatten-

aktivitet bestamdes i alla ensilage fran forsta skorden och fran ett samlingsprov fran 3 silo-
upprepningar i andra skorden. Alla a,-matningarna utfordes hos ett ackrediterat laboratorium

(SVA, Uppsala; apparat: Aqua-Lab CX-2).
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Tabell 1. Sammanséttning av Clostridium-cocktails for kontamineringen av gronmassan.
Stammen i cocktail nr.1 anvandes tidigare som storflora i ensileringsforsok.
Clostridium-stammarna kommer fran Svensk Mjdlks samling (SM).

Coﬁlr(ta” Clostridium-art SM-nr. Original mérkng. Ursprung enligt SM

1 Cl. tyrobutyricum 213 SLU 209 SLU, Uppsala
Cl. tyrobutyricum 216 SLU 217 SLU, Uppsala

2 Cl. tyrobutyricum 231 NI1ZO-rér fran Kalmar
Cl. tyrobutyricum 366 5, 23-8-89 Ostutvecklingsst. i Voll, Norge
Cl. tyrobutyricum 223 26 Horby

3 Cl. tyrobutyricum 352 Ost fran Falkenberg, jast
Cl. tyrobutyricum 360 NCDO 1755 Norsk Lantbruksuniversitet
Cl. tyrobutyricum 194 RCM-ror fran Horby

4 Cl. tyrobutyricum 210 NCDO 1753 NCDO
Cl. tyrobutyricum 263 RCM-ror fran Horby
Cl. tyrobutyricum 186 | osten fran Falkenberg

5 Cl. tyrobutyricum 362 6, 12-9-88 Ostutvecklingsst. i Voll, Norge
Cl. tyrobutyricum 368 DK51:2 Danmark
Cl. tyrobutyricum 192 RCM-ror fran Horby

6 Cl. tyrobutyricum 221 6 Horby
Cl. tyrobutyricum 365 1, 28-8-89 Ostutvecklingsst. i Voll, Norge
Cl. butyricum 196 NIZO-rér fran Kalmar

7 Cl. butyricum 203 192 SLU, Uppsala
Cl. butyricum 219 Kristianstad-ost

8 Cl. bifermentans 217 76 Lev.mjolk, Caroline
Cl. bifermentans 233 NIZO-ror fran Kalmar

9 Cl. sporogenes 199 NCDO 1710 NCDO
Cl. sporogenes 234 NIZO-rér fran Kalmar

10 Cl. sticklandi 195 Lev.mjolk fran Alnarp

Innan ensileringsdelen genomfordes, undersokte vi hur mycket sjélva bestimningsmetoden
for klostridier paverkade varden i vara sporsuspensionerna (antal sporer/ml). Vi anvéande tva
vanliga kvantitativa bestamningsmetoder: a) optisk rakning av sporer i faskontrastmikroskop
med hjélp av en Biirker-raknekammare (s.k. microscopic count) och b) odling pA RCM-
agarplattor och nagra dagar senare riakning av kolonierna pa dessa plattor (s.k. viable count).

Skillnader i ensilagens analysvarden mellan olika sporcocktails beraknades med hjalp av
variansanalys och ett statistikprogram for PC-bruk (SAS 9.1 for Windows, 2003, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Pa grund av signifikanta samspel mellan skordar och TS-
nivaer anvandes for varje gronmassaparti en fullkomligt randomiserad modell med endast en
faktor: sporcocktail. Mikrobiologiska varden uttrycktes som logaritmiska varden enligt
Niemelas (1983) forslag. Varden som lag under analysens detektionsgrans (t.ex. <log 1,7)
anvandes i den statistiska berédkningen som halva grénsvérdet (t.ex. 1,7 / 2 = log 0,85). Om
sannolikheten, att tva behandlingsmedelvarden var lika, var mindre an 5% enligt Tukey’s t-
test (P<0,05), sa bedomdes skillnaden som statistiskt signifikant. | tabellerna nedan indikeras
signifikanta skillnader mellan medelvarden genom olika upphdjda bokstéver inom samma
kolumn. Ifall inga upphojda bokstéver visas for en parameter, sa hade de olika sporcocktails
ingen statistiskt signifikant effekt pa parametern.

Resultat

Grodorna skérdades den 16 juni och 11 sept. 2006 fran samma grasvall néra vart forsoks-
centrum. Véaxtmaterialet bestod av framst grés (angssvingel + timotej i straskjutningsfasen)
med 20% (forsta skord) resp. 35% (andra skord) rodkléver i. Vid de bada skordarna
uppnaddes liknande TS-halter och vattenaktiviteter for de bada TS- nivaerna (Tab.2). De
torrare grodorna var lattensilerade (FC>45) och de bl6tare nagot mer svarensilerade (FC<45).
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Tabell 2. Sammansattningen av de 4 gréaspartierna som ensilerades (2 prov/gras).

skord TS = vaten- . Ra o goker Nirat BUfert  pov MsB Kiostridier

+ aktivitet protein kapacitet

2 o o g mjolks.
TS-niva % ay % av TS o/kgTS /100gTS kvot logcfu/g
Lask- 596  0o0gs 95 132 9.9 0.8 6.10 42 - <1.7
Lag TS
1:a sk.

: 423 0976 92 130 9.4 0.5 6.35 54 - <1.7
Hog TS
2ask 599 0981 122 190 10.3 0.8 6.60 44 26 <1.7
Lag TS
2ask- 408 0970 122 191 9.7 0.5 6.60 54 3.3 <1.7
HOog TS

*FC = Fermentability Coefficient (WeiRbach 1996): ifall FC>45 = ltt-ensilerat, ifall FC<35 = svar-ensilerat.
Antalet klostridiesporer och mjolksyrabakterier (MSB) i materialet var mycket Iagt (klostri-
dier under detektionsgransen). Askhalten i grédan fran andra skorden var relativt hog, vilket
kan tyda pa jordkontamination (det fanns sorkhdgar i vallen). Dock kunde inga synliga spar
av jord i gronmassan upptéckas.

Tabell 3.  Bestamning av antalet klostridier i de odlade sporsuspensionerna antingen
genom rakning i mikroskop med en raknekammare eller genom anaerob odling pa agarplattor.
Sista kolumnen anger den genomsnittliga skillnaden mellan dessa tva bestamningsmetoderna.

- Synliga sporer i Odlade kolonier pa ,
Cocktail nr. C;?;::g}';? raknekammare agarplattor (RCM) mﬁg'g&g?& e
Clostidium-art l:askérd 2:askérd l:a skord 2:a skord
SM-# log / mi log cfu / mi log / ml
1
| _ Cl. tyrobutyricum_________ 213 ,,,,,,,,,,,,,,,, 95 ,,,,,,,,,,, ? L? ,,,,,,,,,,,,,, ?’? ,,,,,,,,,,, 9’ 933 ,,,,,,
5 216 9.5 8.9 5.6 5.7 3.5
Cl. tyrobutyricum 231 9.0 9.1 3.5 3.7 54
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 6 92 %4 40 42 52
3 224 9.5 9.6 4.1 4.2 55
Cl. tyrobutyricum 352 9.4 9.5 6.7 6.6 2.8
___________________________ 0 .....93 97 .48 53 .44
4 194 8.9 9.0 6.1 5.9 3.0
Cl. tyrobutyricum 210 7.9 8.5 55 5.8 25
___________________________ 263 .94 .92 65 .64 .29
5 186 9.2 9.1 7.5 7.7 1.6
Cl. tyrobutyricum 362 9.2 9.4 5.5 5.6 3.7
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 8 94 91 46 56 41
6 192 9.2 9.2 5.7 5.3 3.7
Cl. tyrobutyricum 221 9.2 9.3 3.4 2.0 6.6
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, > .93 97 20 22 714
196 9.3 9.3 6.4 6.3 2.9
clL buzyricum 203 8.5 9.0 6.4 5.4 2.9
___________________________ 219 .89 .83 .60 .62 .30
8 217 8.6 9.1 6.2 6.1 2.7
Cl. bifermentans 233 7.9 8.6 7.1 6.6 14
9 199 7.8 7.1 5.3 5.9 1.8
|__Cl.sporogenes 234 90 90 85 . 85 .06
10
cl. sticklandi 195 8.1 8.6 7.2 7.3 1.1
Medelvarde: 9.0 9.1 5.6 5.6 3.4
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Tabell 4. Méngden Clostridium-sporer (viable counts) i gronmassan direkt efter kontamine-
ringen med olika spor-cocktails. Mangden sporer som tillsattes (10° sporer/g)
baserades i forsta skord pa sporrakning i raknekammare och i andra skord pa odling
pa agarplattor. Utan = ej kontaminerat gras.

Cocktails Clostridium-sporer
(behandlingar) 1:a skord 2:a skord
’ log cfu / g gras
Utan <1.7 <1.7
1 <17 4.0
2 <l1.7 27
3 <17 3.9
4 <17 3.2
2 <17 3.7
6 <17 2.0
7 <17 3.0
8 25 3.6
9 17 4.1
10 17 17

Tabell 5. TS-halt och vattenaktivitet fore och efter ensileringen.

Skord - TS-halt (vikts-%) Vattenaktivitet (ay)
TS-niva Gras Ensilage Skillnad Gras Ensilage Skillnad
1-lag 28,6 26,9 -1,7 0,986 0,984 -0,002
1 - hog 42,3 425 02 | | 0976 0968  -0,008
2 - lag 29,9 29,6 -0,3 0,981 0,971 -0,010
2 - hég 40,8 39,3 -1,5 0,970 0,957 -0,013

Innan gronmassan ensilerades undersoktes sporkoncentrationen (antal/ml) i vara sporsus-
pensionerna med tva olika metoder. Darvid framkom att det fanns mycket stora avvikelser
mellan de olika klostridiestammarna beroende pa hur sporhalten bestamdes (Tab. 3).
Skillnaden mellan de tva bestamningsmetoderna var minst hos CI. sporogenes #234 (log
0.6/ml; cocktail 9) och hdgst hos CI. tyrobutyricum #365 (log 7.4/ml; cocktail 6).

Tabell 4 visar hur manga sporer vi hittade i gronmassan medels odlingsmetoden direkt efter
kontamineringen med sporcocktails fran Tab.3. Det ar logiskt att sporvarden ligger hogre i
gronmassaproven fran andra skorden dar antalet tillsatta sporer baserades pa odlingsmetoden.
Sporvarden &r lagre i proven fran forsta skorden eftersom en stor del av de i mikroskop
raknade sporerna inte véxte ut pa agarplattorna. .Under ensileringen sjonk vattenaktiviteten i
ensilagen med mellan 0,002 och 0,013 enheter. Sdnkningen var storre i 2:a an i 1:a skorden.
Dérmed blev vattenaktiviteten i ensilagen fran hog TS-ledet lagre i andra skdrden (0,957 ay)
an i forsta skorden (0,968 ay) trots en lagre TS-halt (Tab.5).

Hygienisk kvalitet av ensilagen fran forsta skorden (Tab.6+7)

De obehandlade kontrollensilagen i det lagre TS-omradet blev riktigt daliga och innehdll ett
hogt antal klostridiesporer (log 6.3/g), hdga halter ammoniumkvéve (206 g/kgN) och smor-
syra (2.25% av TS). De skiljde sig fran de kontaminerade ensilagen endast genom hogre
mijolksyrahalt och nagot lagre pH. For 6vrigt var skillnaderna mot de kontaminerade
ensilagen sma.
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Tabell 6. Forsta skord: TS-halt, viktsforluster under lagringen, pH-varde, vattenaktivitet (a)
och antal klostridiesporer i ensilagen efter drygt 100 dagars lagring. Medelvarden
fran 3 silor/cocktail.

Cocktail nr TS-halt ay pH Clostridium Viktsforluster
) % av farsk log cfu/g % av initial TS
L&g TS-niva (27%):
Utan 27.2 0.9832 5.56’; 6.3’; 8.5:
1 26.4 0.983 5.81 6.6 9.3
2 26.9 0.984"® 5.72°P 6.4°° 9.3%¢
3 26.6 0.985" 5.76°° 6.5"° 9.0%¢
4 26.8 0.985" 5.735¢P 6.3°° 9.0%8¢
5 26.8 0.985" 5.77°° 6.3°° 9.35¢
6 27.2 0.985" 5.65° 6.2% 8.7°¢
7 27.1 0.985" 5.80°%° 6.3% 9.0"8¢
8 27.1 0.9852 5.742?’ 6.328 9.0222
9 27.0 0.985 5.78 6.3 9.1
10 26.7 0.985" 5.82° 6.4°° 9.3%¢
HOg TS-niva (42%):

gUtan (42%) 43.6" 0.969"® 5.54* 1.8 4.1°
1 42.9"° 0.968° 5.40° 2.3 5.9
2 42.8"8 0.966° 5.36°¢ 0.9° 5.4"
3 42.6"° 0.966° 5.37%¢ 1.4"® 5.5
4 42.4° 0.969"® 5.29¢ 0.9° 5.4"
5 42.1° 0.968° 5.355¢ 2.4°° 5.5%
6 41.9° 0.968° 5.33%¢ 1.4°° 5.4%
7 41.92 0.9692‘3 5.132E 0'925 5.22
8 42.1 0.970 5.18 1.4 5.9
9 42.5°8 0.971* 5.28°F 2.7° 5.3%
10 42.7"8 0.969"® 5.01" 1.5"8 5.2%

Tabell 7. Forsta skord: Halten ammoniumkvéve, fettsyror, 2,3-butandiol och etanol i ensila-
gen efter drygt 100 dagars lagring. Medelvarden fran 3 silor/cocktail.

' Am-N Mij6lk- Attik- Smor- Propion- 2,3- Etanol
Cocktail nr. syra syra syra syra Butandiol
g/kgN %avTS
L&g TS-niva (27%):
Utan 206 1.19% 0.36"° 2.25" 0.13* 3.24* 2.45%
1 263 0.10° 0.43%8¢  3.22° 0.30* 3.70%¢ 2.66°¢
2 190 0.37°%F 0.50"8¢  2.82BCPE 0.24* 3.77%¢ 2.598C
3 198 0.16° 0.65° 2.83°%F 0.23* 3.97¢ 2.70°
4 202 0.52°P 0.41°8¢ 2.76°PF 0.13" 3.72%¢ 2.54"8
5 206 0.197¢ 0.45"%¢  3.02°F 0.18" 3.87° 2.69°%¢
6 168 0.85° 0.30* 2.55°¢P 0.13* 3.35% 2.70°
7 252 0.44°"F 0.63¢ 2.47°°P 0.18" 3.51%° 2.63%¢
8 202 0.62° 0.61°%¢ 2.40"° 0.13* 4.00° 2.65°¢
9 196 0.44°°F 0.64° 2.44°°P 0.17* 4.03° 2.58"EC
10 256 0.255F¢ 0.98° 2.42°°P 0.528 4.05°¢ 2.64°%¢
Hog TS-niva (42%):
Utan 71* 1.38" 0.29% <0.04* <0.15 0.828 1.09"
1 119° 2.31°%¢ 0.42%¢ 0.04° <0.15 1.38°P 1.45°
2 105”8 2.27° 0.39° <0.04* <0.15 1.40°° 1.34°
3 95”8 2.15° 0.38¢ <0.04* <0.15 1.34°PE 1.40°
4 96"° 2.39°°P 0.45°°®  <0.04" <0.15 1.18F 1.43°
5 97”8 2.335¢ 0.42°5¢ <0.04" <0.15 1.35°PF 1.39°
6 92”8 2.405°P 0.41° <0.04" <0.15 1.47¢ 1.43°
7 87"® 2.80F 0.52° <0.04" <0.15 0.94* 1.52°
8 115° 2.72PF 0.51° <0.04" <0.15 1.48° 1.39°
9 88”8 2.36°°P 0.45°°°  <0.04" <0.15 1.26"F 1.38°
10 70" 2.64°PF 0.50°%° <0.04* <0.15 0.66° 1.43%
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Om man jamfor ensilagen fran det lagre med det hdgre TS-omradet, sa ligger pH-vérden
nagot lagre och mjélksyrahalterna hogre i de torra ensilagen trots en TS-skillnad pa ca 16%-
enheter (27% versus 43% TS). Sporhalten i de torra ensilagen holl sig samtidigt pa en lag niva
(<log 2.7/g), mangden ammoniumkvave var mattlig och smorsyrahalten var nastan obefintlig.
Skillnaderna mellan de kontaminerade ensilagen var for dvrigt mycket sma.

Hygienisk kvalitet av ensilagen fran andra skorden (Tab.8+9)

Ensilagen i det lagre TS-omradet hade nastan samma TS-halt som i forsta skérden, men
antalet klostridiesporer samt mangden smaérsyra och ammoniumkvave var lagre an i forsta
skorden. | det hogre TS-omradet var forhallanden omvénda. Har var de nyss namnda para-
metrarna hogre i andra &n i forsta skorden trots lagre vattenaktivitet och lagre pH.

Skillnaderna mellan ensilagen som kontaminerades med de olika Clostridium-cocktails fram-
kom tydligare under andra skorden. Ensilagen som behandlades med cocktail #1 hade i bada

Tabell 8. Andra skérd: TS-halt, viktsforluster under lagringen, pH-vérde, vattenaktivitet (ay)
och antal klostridiesporer i ensilagen efter drygt 100 dagars lagring. Medelvéarden
fran 3 silor/cocktail.

Cocktail nr TS-halt aw pH Clostridium Vikts-forluster
) % av farsk log cfu/g % av initial TS
L&g TS-niva (30%):

Utan 30.0"8 0.972 4.85" 2.7 6.9"
1 28.9° 0.970 5.19° 5.7° 8.7°
2 29.9"8 0.970 4.82" 3.9°P 7.1°¢
3 29.6°°F 0.970 5.19° 4.7°F 8.8°
4 29.1°° 0.972 5.16° 4.95%% 8.7°
5 29.6°F 0.971 5.05°¢ 4.0°° 8.4°%°
6 29.6"°F 0.971 4.85" 3.6° 7.5°F
7 29.9"8 0.972 4.94"¢ 3.3°P 7.3°¢
8 29.9"® 0.971 4.88" 3.2°P 7.3°¢
9 29.3°PF 0.972 5.04%¢ 3.7° 7.9F
10 30.1% 0.972 4.82% 3.3%P 7.2°¢

Hog TS-niva (39%):

Utan 39.4% 0.956 5.03%<P 2.6°°P 2.6"
1 39.1"° 0.955 5.11% 3.8"° 3.9°
2 39.17® 0.957 4.945° 2.4°P 3.1°P
3 39.5% 0.957 5.025<P 2.0°PF 3.3°F
4 39.2"8 0.958 5.06"¢ 1.8"F 3.1°°
5 39.0° 0.957 5.08"8 41" 3.6°F
6 39.4"® 0.957 4.97°F <1.7% 2.8"P
7 39.3%® 0.958 4,945 2.3°P 3.0%°P
8 39.1® 0.955 5.015¢P 3.2°BC 2.8"P
9 39.3%® 0.956 4.93° 4.0% 2.8"P
10 39.4% 0.956 5.00°PF 2.6°°P 2.8"°

TS-omraden hdga sportal, hoga halter smorsyra och hoga pH-vérden. De 6vriga cocktailbe-
handlingar reagerade olika beroende om det var lag eller hog TS-halt. | det laga TS-omradet
ledde cocktail #3, #4 och #5 till férhojda sportal (log 4,0-4,9/g) samt héga smorsyra- (2,1-
2,4% av TS) och butandiolvérden (2,1-2,5% av TS), medan cocktail #5 och #9 reagerade med
forhojda sporhalter (log 4,0-4,1/g) i det hdga TS-omradet. Skillnader mellan behandlingarna i
halten ammoniumkvéve var inte signifikanta.
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Tabell 9.  Andra skérd: Halten ammoniumkvave, fettsyror, 2,3-butandiol och etanol i
ensilagen efter drygt 100 dagars lagring. Medelvarden fran 3 silor/cocktail.

. Am-N Mjolk- Attik- Smor- Propion- 2,3- Etanol
Cocktail nr. syra syra syra syra Butandiol
g/kgN %avTS
L&g TS-niva (30%):
Utan 122 4.75’;B 1.102 0.682 <o.122 2.03ic 1.25252
1 128 1.50 1.22 2.74 0.54 2.55 1.31
2 115 4.54°8¢ 1.14° 0.89°P <0.12* 1.71°F 1.187
3 124 1.89"F 1.08° 2.36° 0.29° 2.45" 1.42"8¢
4 142 2.19"F 1.27%¢ 2.39° 0.29° 2.49" 1.44"8
5 135 2.60° 1.18° 2.14° 0.28"8 2.118 1.32B¢€PE
6 136 4.49"8¢ 1.57% 1.01°P <0.12" 1.85P 1.47%
7 128 3.95%¢ 1.26%¢ 0.97°P <0.12" 1.915%¢ 1.36"B¢P
8 111 4.30"%°¢ 1.13° 0.94°P <0.12" 1.89°P 1.22%F
9 130 3.61°¢ 1.52%8 1.12° <0.12" 1.99%¢ 1.43%8¢
10 140 5.00" 1.28°%¢ 0.94°P <0.12" 1.61F 1.26°5F
Hog TS-niva (39%):
Utan 87 3.50%¢ 0.59°¢ <0.04% <0.15 0.69 0.66"
1 84 2.61F 0.29% 1.30° <0.15 0.75 0.63"
2 84 3.76" 0.73" 0.15" <0.15 0.81 0.86°
3 81 3.21°° 0.54°P 0.57° <0.15 0.70 0.64"
4 86 3.28P 0.54P 0.42° <0.15 0.75 0.67%
5 83 3.10° 0.46° 0.85° <0.15 0.79 0.68"°
6 81 3.7178 0.69"® 0.05* <0.15 0.75 0.73"®
7 85 3.85" 0.73" <0.04* <0.15 0.77 0.79"®
8 85 3.68"8 0.625¢ <0.04* <0.15 0.81 0.74"®
9 83 3.85" 0.70"8 <0.04* <0.15 0.78 0.73"8
10 78 3.64"8 0.70"® <0.04* <0.15 0.73 0.77"®
Diskussion

De hér anvénda blandvallarna med ca 30% och 40% TS representerar ett ganska typiskt
ensilage for lantbrukare med plansilor, tornsilor eller slangsilor. Man kan ocksa forvanta sig
att en blot vallgroda blir mer lattensilerad nér den fortorkas och TS-halten stiger. Den svagare
Klostridieaktiviteten i de torrare ensilagen &r dels en effekt av den lagre vattentillgangligheten
(lagre aw) som hammar klostridier mer an mjolksyrabakterier och att sockret i grodan
koncentreras under fortorkningen, vilket gynnar mjélksyrabakteriernas konkurrensformaga
gentemot andra mikroorganismer. Det var darfor vantat att antalet klostridiesporer samt
mangden smaorsyra och ammoniak blir 1&gre i de torrare ensilagen.

—molaritet

Vattenaktiviteten i véaxt- eller ensilagesaften ar en funktion av dess molaritet: a,, = e
(Greenhill 1964). Det innebér att vattenaktiviteten sjunker under ensileringens gang eftersom
substratet i gronmassan omvandlas av de olika bakterierna till fler och mindre molekyler.
Vattenaktiviteten i gronmassan ar darfor i regel nagot hogre an den som mattes i ensilagen
(Tab.5).1 Figur 1 visas en modell av Leibensperger & Pitt (1987) som anger den lagsta
tolererbara vattenaktivitet och pH for tillvéaxt av Cl. tyrobutyricum (omarbetad data fran
Wieringa 1957). Varden som ligger under linjen borde enligt Leibensperger & Pitt:s modell
ge upphov till narmelsevis klostridiefria ensilage. Medelvérden av vara ensilage fran 2
skordar och 2 TS-nivaer representeras av stjarnorna i figuren. Modellen forklarar
klostridieaktiviteten i ensilagen fran forsta skorden (hog aktivitet vid lag TS, ingen aktivitet
vid hog TS), men inte i ensilagen fran andra skorden dar relativt hdga sporhalter hittades (t.ex.
log 5,7 cfu/g i cocktail 1-ensilagen vid 0,97 a,, och pH 5,2). | de torra ensilagen var nivan pa
sporantalet hogre i andra skorden (lagre gra stjarna) an 1:a skorden (lagre vit stjarna), vilket
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med tanke pa de lagre pH- och a,-vérden verkar ologiskt. En forklaring kan dock vara att
flertalet stammar vid 6ppnandet av silorna befann sig i vegetativt tillstand och antagligen inte
hann bilda livskraftiga sporer. Darfor kunde de inte heller pavisas med sporanalysmetoden.
De relativt hdga halterna smaérsyra i ensilage som gjordes bl.a. med cocktail 1 och 5 kan bara
forklaras om mangden vegetativa klostridier

har legat pa en hog niva (troligtvis >log 6/g) roo
under en period fore 6ppnandet av silorna. 3 o oata
MODEL
Det ar ocksa mojligt att variationen mellan
de olika klostridiearter och -stammar a,™" = 1.145 — (0.05452 x pH) + (0.004259 x pH*)
betraffande kénslighet for miljdfaktorer som PR . galler for pH-omradet mellan pH 4.0 — 6.4; R = 98.6%

begrénsar bakterietillvaxten var storre &n
vad vi trodde. Mangden nitrat, vars
nedbrytningsprodukter nitrit och kvéveoxid
kan hdmma vegetativa klostridier (Woods et
al. 1981), skiljde sig inte mellan forsta och
andra skorden (Tab.2). Nitrathalten lag _
tydligt under det for korna kritiska vérde r
(<1.2 g/kgTS; Sporndly 2003), men
tillrackligt hogt for att kunna utéva en viss 0sr | log 2.7-5.7/gY¢
hammande effekt pa klostridierna (Wieringa S log <2.7/g
1966).

Att man far lagre sporantal vid odling pa
agarplattor an vid rakning i mikroskop var
vantat eftersom de pa agarplattor
framodlade kolonier endast kan bildas fran | log <4.1/g g
livskraftiga sporer medan de i mikroskop r
raknade sporer kan till stor del besta av déda
eller ej livskraftiga sporer. Det var dock 095 L : .
Overraskande att skillnaden i sporantalet 4 5 6 7
mellan de tva bestamningsmetoderna var sa pH

stor mellan olika klostridiearter och -

¢ log 6.3-6.6/g

WATER ACTIVITY

098
Tillvaxt

Ingen
tillvaxt

0.96 L

Figur 1. Modell for tillvéxtgrans av ClI. tyrobutyricum vid

stammarna (Tab.3). Od"ngsmetOden Iég olika pH och vattenaktivitet (Leibensperger &
som bast 0,6 log-enheter lagre (cocktail 9) Pitt 1987). pH- och a,,-medelvarden samt spor-
och som sdmst 7,4 log-enheter lagre halter frAn ensilagen i denna undersokning: 1:a
(cocktail 6). Att sporkontaminationen hade skord = vita stjarnor, 2:a skord = graa stjarnor.

en sa svag effekt pa ensilage fran forsta

skdrden och en battre effekt pa ensilagen fran andra skorden beror troligtvis pa att antalet
tillsatta klostridier i forsta skorden baserades pa i mikroskop raknade sporer och antalet sporer
i andra skorden pa antalet livskraftiga sporer. Det gor saledes stor skillnad vilken metod man
baserar sporantalet pa nar man kontaminerar gronmassan med en viss mangd sporer. Man kan
dock pa goda grunder anta att det verkliga sporantalet ligger narmare antalet som bestamdes
med odlingsmetoden &n medels rakning i mikroskop.

Slutsatser

e CI. tyrobutyricum av olika stammar hd&mmas i olika utstrackning av hog TS-halt. Det finns
stammar som tillvaxer och bildar sporer &ven i ensilage med 40 % TS

e Sporsuspensioner med CI. tyrobutyricum stam #213 (cocktail #1) som vi tidigare anvande
for att kontaminera gronmassa, visade sig vara en lamplig klostridiestam for ensilerings-
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forsok, dar effekten mot klostridier ska testas. Denna stam havdade sig vél i jamférelse
med 23 andra stammar, bade vid ca 30% och vid ca 40% TS-halt.

e Jamfort med icke kontaminerad gronmassa gav en tillsats av ca 1000 odlingsbara CI. tyro-
butyricum #213 per gram gronmassa en forhojd klostridieaktivitet i de resulterande
ensilagen. Detta gallde bade vid ca 30 % TS och, i mindre utstrackning dock, vid 40 % TS.

o Antalet tillsatta klostridiesporer bor, om majligt, inte baseras pa antalet som bestams med
mikroskop utan pa antalet som bestams genom odling pa lampligt substrat, exempelvis
RCM-agar. Med den metoden raknas enbart livskraftiga sporer men kraver en odlingstid pa
5-7 dagar.

Publikationer och dvrig resultatsformedling

Publicering accepterad i Grassland Science in Europe vol 13 (2008) och presenteras pa EGF:s
General Meeting i juni 2008 i en referee-granskad summering pa 3 sidor. Mer fullstanding
vetenskaplig publikation for en peer-review tidskrift inom detta &mnesomrade &r planerad.

Resultaten sprids dven via foredrag till radgivare och lantbrukare, via Svensk Mjolks
Radgivarsajt samt via undervisning till SLU-studenter. Resultaten tillampas omedelbart i
forskningsverksamhet och produktutveckling mot industrin vid inst. for HUV, SLU.
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