Medycyna Wet. 2007, 63 (2)

Praca oryginalna

205

Original paper
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Hygienic quality of corn silage with a biological and chemical additive

Summary

The aim of the study was the biological, chemical and microbiological evaluation of row silage maize. Changes
in the amount of DON and ZON during the fermentation process of the maize and then after a week-long
oxygen exposure of the silage (stability evaluation) were evaluated. Samples for the study were taken from
maize type F70 (Flint type grain from Austria) which had been ensilaged after harvesting in the middle
of September 2003 in the following ways (5 microsilos each). The first treatment: 1 — control — maize; 2 — maize
+ 0.25% KemiSile 2000; 3 — maize + 0.2 Lactacel L — enzymatic preparation (Lactobacillus plantarum
108 CFug' + enzymes). After 12 weeks of fermentation the quality of the silage, microbiological analysis and
the presence of Fusarium toxins were evaluated. Additionally, the same analysis was carried out on the silage
which had undergone the 7-day oxygen exposure. The level of both mycotoxins and moulds increased again
(especially Aspergillus, Penicillium and Mucor genera) during oxygen exposure of the silage. KemiSile 2000
additive had a positive influence on the quality and stability of the silage.

Keywords: corn silage

Jakos¢ kiszonek zalezy — z jednej strony — od jakos-
ci zakiszanej masy, z drugiej — od techniki zakiszania
1 sposobu skarmiania. Kiszonka z kukurydzy jest naj-
czesciej stosowana w chowie bydta pasza objetoscio-
wa o charakterze energetycznym. Po otwarciu zbior-
nika rozpoczyna si¢ proces tlenowego rozktadu kiszon-
ki1 zawartych w niej sktadnikow pokarmowych (biat-
ko ogdlne, cukry proste, kwasy organiczne). Sktadni-
ki te stanowia doskonata pozywke dla rozwoju drozdzy
1 plesni (grzybow z rodzaju Aspergillus, Penicillium,
Monascus, Mucor 1 in.). Na zakiszanej kukurydzy
stwierdza si¢ obecnos¢ grzybow, przede wszystkim
z rodzaju Fusarium, Aspergillus, Penicillium, ktore
moga tworzy¢ m.in. aflatoksyny (AFLA), ochratoksy-
ng¢ A (OTA), trichoteceny (T2 toksyng, HT-2 toksyng,
deoksyniwalenol (DON), diacetoksyscirpenol (DAS),
a takze zearalenon (ZON) (2). Niewlasciwa technika
zakiszania surowca oraz wybierania kiszonek umozli-
wia miedzy innymi wzrost grzybow Penicillium ro-
queforti oraz Monascus ruber, co z kolei prowadzi¢
moze do wystapienia w kiszonkach dodatkowo wtor-
nych metabolitow, takich jak: roquefortyna C, kwas
mikofenolowy, monakolina K czy cytrynina.

Z uwagi na mozliwos¢ przechodzenia mikotoksyn
do produktoéw pochodzenia zwierzecego (carry-over),
zwlaszcza mleka i jego przetwordw, skarmianie pasz
zawierajacych te zwiazki moze stanowi¢ zagrozenie
dla zdrowia konsumentow (6).

Stosowanie dodatkow kiszonkarskich zawierajacych
krétkotancuchowe kwasy organiczne i ich estry lub
sole, a takze mieszaniny tych zwiazkoéw korzystnie
wplywa na sktad chemiczny kiszonek. Wyniki badan
nad wptywem tych preparatéw na liczebno$¢ drozdzy
1 plesni sa bardzo zréznicowane. Wigkszo$¢ autorow
(7, 8, 11, 12) uwaza, ze redukuja one ich liczbg, ale
istniejq sugestie, ze dodatek preparatéw chemicznych,
zawierajacych kwasy organiczne, moze powodowac
intensywniejszy wzrost grzybow lub wzmozone wy-
twarzanie mikotoksyn, jako reakcj¢ plesni na stres $ro-
dowiskowy (4, 15, 19, 20). Zjawisko takie obser-
wowano przy suboptymalnym udziale kwasu mrow-
kowego, podczas zakiszania wilgotnego ziarna zboz.
Prawidlowy proces kiszenia pasz moze zapobiec po-
wstawaniu mlkotoksyn ale w pelni nie unieczynnia
wytworzonych juz wczesniej metabolitow w warun-
kach polowych (1).



206

Celem badan byto okreslenie:

— jakosci chemicznej i mikrobiologicznej zakisza-
nej kukurydzy z dodatkiem preparatu mikrobiologicz-
nego lub chemicznego,

— stabilno$ci tlenowej kiszonek z kukurydzy,

— poziomu mikotoksyn ple$ni polowych i magazy-
nowych podczas procesu fermentacji i po tygodnio-
wej ekspozycji tlenowe;.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na kukurydzy odmiany F70
(ziarno typu flint z Austrii), ktora po rozdrobnieniu zaki-
szono w mikrosilosach o pojemnosci 4 dm® w trzech wa-
riantach. Wariant: 1 — grupa kontrolna — kukurydza; 2 —
kukurydza + 0,25% preparatu Kemisile 2000 (55% kwasu
mrowkowego, 9% kwasu propionowego, 5% kwasu ben-
zoesowego, 24% mroéwczanu amonu, 7% estru kwasu ben-
zoesowego); 3 — kukurydza + 0,2% preparatu bakteryjno-
-enzymatycznego Lactacel L (Lactobacillus plantarum,
endo-1,4-beta-glukanaza, ksylanaza, glukoamylaza).

Tab. 1. Sklad chemiczny, mikrobiologiczny i mikotoksykologiczny surowca oraz kiszonek
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W trakcie zakiszania surowca okreslono sumg aflatoksyn,
ochratoksyng A, deoksynivwalenol i zearalenon. Po 12 ty-
godniach fermentacji dokonano oceny sktadu chemiczne-
g0, jakosci kiszonek, analizy mikrobiologicznej i udziatu
toksyn — metabolitow plesni Fusarium (DON i ZON). Na-
stepnie takie same analizy wykonano w kiszonkach podda-
nych 7-dniowej ekspozycji tlenowej. Badania mikrobiolo-
giczne obejmowaly oznaczenie ogolnej liczby grzybow
plesniowych, drozdzy, bakterii fermentacji mlekowej, bak-
terii Clostridium 1 bakterii E. coli. Analizy mikotoksyn
(AFLA, OTA, ZON) dokonano metoda HPLC (Merck —
Hitachi) z detekcja fluorescencyjna, a DON oznaczono
metoda immunoenzymatyczng ELISA. Probki po ekstrak-
cji oczyszczono na kolumienkach powinowactwa immu-
nologicznego.

Dla oznaczenia aflatoksyn zastosowano system derywa-
tyzacji z KobraCell. Kwasy organiczne analizowano meto-
da chromatografii cieczowej firmy Hewlett — Packard HP
1050 z detectorem UV z zastosowaniem kolumny Supel-
cogel C — 610 H (Supelco).

Analiza mikrobiologiczna
obejmowala oznaczenie liczby

z kukurydzy bakterii fermentacji mlekowe;j,
: bakterii z grupy Coli, rodzaju
Kiszonka L. C g s ,
. - Clostridium, drozdzy 1 grzybow
Parametry Sukr.om:c Kontrola KemiSile 2000 Lactacel L plesniowych w §wiezym materia-
e po po po po po po le roslinnym przeznaczonym do
otwarciu | stabilnoSci | otwarciu | stabilnosci | otwarciu | stabilnosci konserwacji oraz w kiszonce.
DON (ppb) 7690 454 679 307,5 425,0 662,5 724,5 Liczbe drobnoustrojow oznaczo-
ZON (ppb) <5 <5 <5 22,3 17,7 235 36,7 | o wykonujac posiew glebinowy
—— . ) 5 3 - . | metoda plytek lanych zkolejnych
Plesnie (jtk/g) 1,1 x107 | 1,0 x104 | 5,6 x 10 1,3 x10 5,0 x107 | 2,1 x10 1,7 x10 rozciehczen. Wylewano 1 ml
Drozdze (jtk/g) 1,1 x108 | 1,1 x10% | 6,3 x10% | 1,0 x103 | 2,5 x10% | 6,2 x10* | 7,9 x108 | zawiesiny na ptytki Petriego i za-
LAB (jtk/g) 2,5 x108 | 2,4 x108 | 2,1 x 108 | 1,9 x108 | 1,7 x 108 | 2,6 x108 | 2,2 x 108 | lewano 20 ml podtoza hodowla-
Clostridia (jtk/g) 5,4 x108 | 1,6 x106 | 9,7 x10% | 7,6 <105 | 1,9 x10° | 1,3 <105 | 3,5 x 10° NeEo. .
: ’ ’ : : ’ : Do hodowli zastosowano na-
E. coli (jtk/g) 6,8 x108 | 1,0 x10% | 9,3 x10% | 7,4 x10% | 55 x104 | 9,3 x10% | 6,4 x 104 stqpuja[ce pod}oZa; bakterie fer-
Sucha masa (g/kg) | 410,00 | 466,79 | 460,92 | 460,22 | 469,82 | 443,02 | 467,70 | mentacji mlekowej ATP Agar fir-
TS my Merck (4) Clostridium TSC®
(g/kg sm) 68,10 66,32 80,12 76,60 78,92 75,80 11,94 Agar firmy Merck (13), bakterie
T — z grupy coli Chromocult® Coli-
(g/kg sm) 251,40 124,70 144,10 140,40 134,30 143,70 137,40 form Agar firmy Merck (11),
grzyby plesniowe podtoze agaro-
ADF (g/kg sm) n.b. 160,70 | 150,10 | 162,40 | 142,50 | 163,60 | 164,60 .
we peptonowo-glukozowe z 16-
NDF (g/kg sm) n.b. 352,60 | 33840 | 386,10 | 316,70 | 378,90 | 330,40 | zem bengalskim wgMartina z do-
NH N (g/kg sm) n.b. 0,50 0,30 0,60 0,40 0,60 0,30 | datkiemantybiotykow (zgodnych
z PN-R-64791), drozdze agar
Etanol .b. 3,86 1,86 4,98 ,96 6,66 1,8 ’ .
anol o/kg ! 0 " brzeczka (BTL spotka z o. o.
Cukry rozp. n.b. 319 | 2708 | 5088 | 2222 | 4770 | 17,94 | Zaktad Enzymow i Peptonow
w wodzie (g/kg sm) .
w Lodzi).
Kwas octowy
n.b. 13,90 2,30 12,40 3,70 19,20 3,20 s - Pa—
(9/kg sm) Wyniki i omowienie
:‘g“‘/’:gs s"l:l';"‘“"‘"’ n.b. 51,33 491 | 5295 | 2722 | 7043 | 10,24 Oceniane parametry surow-
: ca przedstawiono w tab. 1
:‘g“‘/';gss“;’;’“'""wv n.b. 0,40 0,30 0,20 0,30 0,50 0,30 | (Srednie z trzech powtoérzen).
_ Nie stwierdzono w zakiszane]
:(gv;:gsspr:‘u)pmnowy n.b. 0,70 1,20 1,20 1,70 1,20 1,20 | zielonce wystgpowania afla-
- toksyn 1 ochratoksyny A, me-
Warto$¢ pH n.b. 3,88 6,09 3,88 6,03 3,79 6,42 tabolitow pleénl Aspergillus

Objasnienie: n.b. — nie badano

1 Penicillium. Natomiast bada-
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Ryec. 1. Kiszonka po otwarciu (obecne Fusarium sp., Penicil-
lium sp., Aspergillus sp.)

nia potwierdzity silne skazenie kukurydzy plesniami,
a takze bardzo wysoki poziom DON (7690 ppb).
Stwierdzono, ze podczas fermentacji nastapita wyraz-
na redukcja DON oraz liczebnosci flory grzybowe;.
Jednak podczas ekspozycji tlenowej kiszonek nasta-
pit ponowny wzrost obu mikotoksyn (DON, ZON)
1 plesni (szczegolnie z rodzaju Aspergillus, Penicillium
1 Mucor). We wcze$niejszych badaniach z dwiema
odmianami kukurydzy (Barbara i Jaspe) zaobserwo-
wano rowniez wyrazng redukcje grzybow, drozdzy
1 plesni podczas procesu fermentacji. Natomiast w ki-
szonkach dominowaty juz grzyby Penicillium sp., cho-
ciaz Aspergillus sp. 1 Monascus byty rdbwniez obecne
(5). Podobne badania przytacza Oldenburg i Hoppner
(12), gdzie okoto 90% probek kiszonek kukurydzy za-
wieralo DON, ktoérych maksymalne stezenie docho-
dzito do wartosci 10 800 ppb. Autorzy wykazali, ze
podwyzszenie z 20 do 40 cm wysokosci cigeia zie-
lonki obniza o 40% koncentracj¢ DON. Natomiast
Richter i wsp. (17) w podobnych badaniach uzyskali
pigciokrotna redukcje tej mikotoksyny z 3700 ppb do
700 ppb. Wedlug innych autorow (3, 16, 19, 20), pod-
czas kiszenia ging przetrwalniki grzybow 1 wystepuje
czgsciowa redukcja mikotoksyn przez florg bakteryj-
na i enzymy roslinne czy tez taczenie si¢ z aminokwa-
sami, grupami SH, amoniakiem lub aminami. Jednak
wskazana jest dalsza obserwacja tworzacych sig po-
chodnych, oceniajac jednoczesnie liczebnos¢ drozdzy
oraz bakterii Clostridium i E. coli. Podobne wyniki
z preparatami KemiSile 2000 uzyskali Potkanski i wsp.
(15), ktorzy badali warto$¢ pokarmowa i jako$¢ higie-
niczna kiszonki z kukurydzy na glgbokosci 60 cm, w si-
losie przejazdowym. Jednak po 7-dniowym okresie do-
stepu tlenu ponownie wyraznie wzroslty liczne kolo-
nie grzybow plesniowych (szczegdlnie z rodzaju
Aspergillus sp. 1 Penicillium sp.).

Przed przystapieniem do konserwacji oznaczono li-
czebno$¢ wybranych drobnoustrojow epifitycznych na
kukurydzy F 70. Probki kiszonek do analiz pobrano
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Ryec. 2. Kiszonka po tescie stabilnosci (dominuje: A. fumiga-
tus, P. roquefortii, Mucor, Oidium, Rhizoctonia)

po 12 tygodniach konserwacji oraz po 7 dniach eks-
pozycji kiszonki na dziatanie powietrza, okreslajac jej
stabilno$¢ tlenowa (tab. 1).

Najwigksza liczbg bakterii fermentacji mlekowe;j
oznaczono w kombinacji z dodatkiem preparatu Lac-
tacel L, wzrosla ona o 8,7% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Najnizsza liczbg odnotowano w kombina-
cji z dodatkiem KemiSile 2000, ktora byta nizsza w po-
réwnaniu do grupy kontrolnej o 17,6%. Na poprawe
stabilno$ci tlenowej najsilniej wplynal preparat Lac-
tacel L, ktory obnizyt liczbg bakterii fermentacji mle-
kowej o 15,7%, stabsze dziatanie wykazat preparat
KemiSile 2000 — obnizyt liczbg bakterii fermentacji
mlekowej o 14,7%. Odnotowano takze spadek liczby
tych bakterii w probce kontrolnej o 12,6%.

Bakterie z grupy coli najliczniej wystepowaly w gru-
pie kontrolne;j. Preparat KemiSile 2000 obnizyt liczbg
tych bakterii 0 29%, a Lactacel L o 11,3% w poréwna-
niu do grupy kontrolnej. Po 7 dniach ekspozycji i do-
stgpu powietrza liczba bakterii z grupy /-/coli zmalata
w grupie kontrolnej o 11,3%, w kombinacji z dodat-
kiem KemiSile 2000 o 26,1%, a w wariancie z prepa-
ratem Lactacel L 0 31,5%.

Najwyzsza liczbg bakterii z rodzaju Clostridium
odnotowano w grupie kontrolnej. Stosowane dodatki
spowodowaty obnizenie liczby tych bakterii w poréw-
naniu do grupy kontrolnej. Preparat KemiSile 2000
obnizyt liczbe¢ bakterii Clostridium o 53%, a preparat
Lactacel L 0 22,2%. Poprawily one tez stabilnos¢ tle-
nowa kiszonki. W grupie kontrolnej liczba tych bak-
terii obnizylta si¢ w okresie 7 dni o 40,3% w kiszon-
kach z preparatem KemiSile 2000 o 75%, a z dodat-
kiem preparatu Lactacel L o 73%.

Liczba grzyb(')w plesniowych po otwarciu zbiorni-
ka byta najwyzsza w kOl’l’lblIlaC_]l z preparatem Lacta-
cel L 1 wzrosta 0 25,9% w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej. Preparat Kemlslle 2000 obnizyt liczbg komo-
rek grzybow o 33,4% w porownaniu do grupy kon-
trolnej. Na poprawe stabilnosci kiszonek najsilniej
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wptywat preparat KemiSile 2000, gdyz liczba grzy-
bow wzrosta w tej kombinacji o 33,2% natomiast
w kombinacji z preparatem Lactacel L wzrost liczby
nastapit o 42%, najmniejsza stabilno$¢ odnotowano
w grupie kontrolnej, gdzie wzrost liczby nastapit
0 53,6%.

Najwyzsza liczbg komodrek drozdzy odnotowano
w grupie kontrolnej. Po zastosowaniu dodatkow ki-
szonkarskich liczba drozdzy ulegla obnizeniu w pro-
bie z KemiSile 2000 o0 36,6% 1 0 17,6% z Lactacel L.
Zastosowane dodatki kiszonkarskie mialy wptyw na
zawarto$¢ drozdzy w kiszonkach po tescie stabilnos$ci
tlenowej. W grupie z KemiSile 2000 odnotowano
wzrost liczby drozdzy o 36,8%, w grupie kontrolnej
nastapit wzrost liczby komoérek drozdzy o 31,4%, a z
preparatem Lactacel L liczba drozdzy wzrosta o 7,7%.

Podsumowanie

Zastosowane dodatki kiszonkarskie — chemiczny
KemiSile 2000 oraz mikrobiologiczny Laktacel L mia-
ty wpltyw zaré6wno na jakos$¢ kiszonek z kukurydzy,
jak iich stabilnos¢. Obydwa dodatki kiszonkarskie ob-
nizyly liczbe bakterii z grupy /-/coli i rodzaju Clostri-
dium oraz drozdzy. Wigksza efektywnos$cia wykazat
si¢ jednak dodatek preparatu KemiSile 2000. Liczba
grzybow plesniowych spadata tylko przy zastosowa-
niu dodatku preparatu chemicznego KemiSile 2000,
natomiast dodatek preparatu mikrobiologicznego Lac-
tacel L zwigkszyl ich liczbg.

W ocenie liczby badanych grup mikroorganizméow
(grzybow, drozdzy) po ekspozycji tlenowej wzrost licz-
by grzybow plesniowych w najwigkszym stopniu ogra-
niczyl preparat KemiSile 2000. Dodatek preparatu
Laktacel L wptynat na ograniczenie liczby drozdzy.
W czasie trwania testu stabilno$ci tlenowe;j liczba bak-
terii z grupy /-/ coli i Clostridium ulegta obnizeniu.

Z badanych mikotoksyn we wszystkich kiszonkach
stwierdzono obecnos¢ nieznacznych ilosci DON, na-
tomiast w kiszonkach z dodatkami wykryto takze nie-
wielkie ilosci ZON, czego nie stwierdzono w kiszon-
kach grup kontrolnych. Okres ekspozycji tlenowej nie
miat wigkszego wplywu na poziom wystgpowania
DON 1 ZON. Stwierdzenie obecno$ci mikotoksyn
w kiszonce z kukurydzy w tym DON — toksyny wy-
miotnej 1 ZON — substancji estrogennej, wymaga jed-
nak przeprowadzenia dalszych badan.
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