ERI MAITOHAPPOBAKTEERIEN JA NIIDEN
ANNOSTUSTASON VAIKUTUS SAILOREHUN
KAYMISLAATUUN JA AEROBISEEN STABIILISUUTEEN

Laura Puhakka

Maisterin tutkielma
Kotieldinten ravitsemustiede
Maataloustieteiden laitos
Helsingin Yliopisto
Syyskuu 2011



HELSINGIN YLIOPISTO — HELSINGFORS UNIVERSITET — UNIVERSITY OF HELSINKI

Tiedekunta/Osasto — Fakultet/Sektion — Faculty Laitos — Institution — Department
Maatalous-metsétieteellinen tiedekunta Maataloustieteiden laitos

Tekijad — Forfattare — Author
Laura Puhakka

Ty6n nimi — Arbetets titel — Title
Eri maitohappobakteerien ja niiden annostustason vaikutus sdilérehun kdymislaatuun ja aerobiseen stabiilisuuteen

Oppiaine —L&rodmne — Subject
Kotieldinten ravitsemustiede

Tyon laji — Arbetets art — Level Aika — Datum — Month and year Sivuméadra — Sidoantal — Number of pages

Maisterin tutkielma Syyskuu 2011 55s.

Tiivistelmé& — Referat — Abstract

Taman maisterin tutkielman tarkoituksena oli testata eri maitohappobakteerien ja niiden annostustason vaiku-
tusta séilérehun kdymislaatuun ja aerobiseen stabiilisuuteen. Biologisilla sailontéaineilla eli ympeill& sailotty-
jen rehujen laatua verrattiin kontrolleina toimiviin painorehuun ja muurahaishapolla tehtyyn rehuun.

Koerehut tehtiin Helsingin yliopiston Maataloustieteiden laitoksella 7.6.2010. Timotei (Phleum pratense) -
nurminata (Festuca pratensis) kasvusto korjattiin tahkimisen alkuvaiheessa D-arvon ollessa 711 g/kg ka.
Nurmikasvuston kuiva-ainepitoisuus oli 170 g/kg heti niiton jalkeen méaritettéessa ja neljan tunnin esikuiva-
uksen jalkeen 208 g/kg. Rehuraaka-aine jaettiin kuuteen erdan, joihin liséattiin sdilontaaine. Séilontdainekasitte-
Iyt olivat: 1) ei séilontdainetta (painorehu), 2) muurahaishappo (100 %:na 4 I/t), 3) Lactobacillus plantarum ja
Pediococcus acidilactici 1x10° pmy/g seka pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasientsyymi, 4) L. plantarum
1x10® pmy/g, 5) L. plantarum 1x10° pmy/g ja 6) L. plantarum ja L. buchneri 2x10° pmy/g. Rehut séil&ttiin
laboratoriosiiloissa kolmena rinnakkaisena. Laboratoriosiilojen lisdksi rehua séiléttiin jokaisesta séilontéaine-
kasittelystd kuuteen rinnakkaiseen minisiiloon sdilénnén alkuajan fermentaation ja rehujen pH:n muutoksen
seuraamiseksi. Minisiiloista seurattiin kaasuntuotantoa 21 paivan ajan. Raaka-aineen koostumus ja rehujen
sailonnéllinen laatu sekd aerobinen stabiilisuus méadritettiin.

Sailorehujen kuiva-ainepitoisuus oli suhteellisen pieni (n. 210 g/kg), jotta voitiin testata biologisten séilontéai-
neiden tehoa maréssa rehussa. Kosteassa rehussa biologisten sdiléntdaineiden toiminnan onnistuminen on
haastavaa. Koska raaka-aineen sokeripitoisuus oli kuitenkin erittdin suuri (196 g/kg ka), onnistui ymppirehujen
séilontd hyvin. Kaikkien koerehujen pH oli alle 4:n. Painorehu ei tayttdnyt hyvéan rehun kriteerejd ammonium-
typen osalta. Muurahaishapporehu oli laadultaan tyydyttavaa etikkahapon pitoisuuden osalta. Rehussa tapahtui
epatyypillista etanolikdymisté hiivojen toimesta, jonka johdosta rehussa muodostui suuri méaéré kaasua séilon-
nén aikana. Muurahaishapporehu ei kuitenkaan l&mmennyt aerobisen stabiilisuuden mittauksen aikana, johtu-
en todennékdisesti suuresta etikkahapon méaarasta ja toisaalta pienestd sokerin méaarasta.

Maitohappobakteeriséilontaaineilla saatiin kdymislaadultaan parempaa sdilérehua verrattuna painorehuun,
lukuun ottamatta maitohappobakteeri-entsyymirehua. Entsyymilisdyksestd ei todenndkdisesti ollut hyotya
rehun séiléntdlaadun kannalta. Raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden johdosta sdilrehussa oli koko s&ilén-
nén ajan tarpeeksi sokeria maitohappobakteerien kaytettavaksi ja sokeri toimi siten substraattina haitallisille
mikrobeille tuottaen suuren etikkahappopitoisuuden. Maitohappobakteeri-entsyymiseoksella tehty rehu oli
etikkahappopitoisuuden perusteella heikkolaatuista.

Lactobacillus plantarumin molemmilla annostustasoilla (1x10° ja 1x10°® pmy/g rehua) saatiin laadultaan hyvéa
rehua. Suuri sokeripitoisuus molemmissa rehuissa johtui todennédkdisesti raaka-aineen tavallista suuremmasta
sokerin madrastd. Molempien rehujen maitohappo-etikkahappo-suhde oli melko korkea, viitaten homofermen-
tatiiviseen maitohappokaymiseen. Lactobacillus buchneri —lisdykselld rehu oli sailénnélliselta laadultaan hy-
véa. Heterofermentatiivisen ympin lisdys nosti tyypillisesti rehun pH:ta sekd& pienensi maitohappo-
etikkahappo-suhdelukua verrattuna homofermentatiiviseen ymppiin. L. buchneri —lisdys paransi hieman séil6-
rehun aerobista stabiilisuutta verrattuna homofermentatiivisella maitohappobakteerilla séiléttyyn rehuun, mut-
ta tulos ei ollut tilastollisesti merkitseva.

Avainsanat — Nyckelord — Keywords
maitohappobakteeri, sdilérehu, séilontaaine, kdymislaatu, aerobinen stabiilisuus

Séilytyspaikka — Forvaringsstalle — Where deposited
Viikin kampuskirjasto, Maataloustieteiden laitos, kotieldinten ravitsemustieteen Kirjasto

Muita tietoja — Ovriga uppgifter — Further information
Tyon ohjaaja: Seija Jaakkola




Sisallys

[ T8 (=T SRR SUPRTPRY 4
IR o] T F- T | (o PP R PPRP 5
1.1 SEIHONNEN ISLOria Ja MEIKITYS .....vviiiiiieiiiie et 5
1.2 S&ilorehun kdymiseen vaikuttavat teKijat.............ccccoviieiiiiiiii e 6
1.3 MaitohappObaKLEEI I .......cccvieiee i 9
1.4 Biologisten sdilontdaineiden valitseminen ja annostus............ccccveeivivireeiiiiieneens 11
2. AINEIStO Ja MENELEIMAL.........oooiiiiiii e 16
2.1 Koerehujen valmistus ja sdilontdainekasittelyt .............ccoovvveeiiiiiiee e, 16
2.2 KaasuntuotannOn MITTAUS ..........eeiureeiieeeiiieeaiiee st 18
2.3 Naytteiden otto ja analySOINti........c.eeeeiiiiiiieiiiiii e 18
2.4 Aerobisen stabiilisSuuden MAAITEYS ........ccvvvrieiiiiire e 20
2.5 Tilastolliset @NalYYSIt .......ccoiuiiee i 20
B TUIOKSEL ...ttt e e be e e nnrea e 22
3.1 Kaasuntuotanto ja tuorepaino- seka Kuiva-ainetappiot..............ccccceeiviiireeninnnnn. 22
3.2 Kemiallinen KOOSTUMIUS.......ccouuiiiiiiieiiiee e 25
3. 1.1 RAAKA-AINE ...ttt 25
312 SAHIOIENU ..o 25

3.3 Aerobinen StabIITISUUS .........coiiiiiiiiie e 29
4, TUlosten tarkastelu ..o 31
4.1 RABKA-AINE ...ttt are e 31
4.2 SAHOIENUL ...t 32
4.2.1 Sailorehujen yleinen laatu ..........oocoiiiiiieiiiiie e 32
4.2.2 PAINOTENUL ..ottt 34
4.2.3 MuurahaisShapporenU...........coocuiiiiiiiiiic e 35
4.2.4 Entsyymilisén vaikutus sailontélaatuun............cccoeeeiiiiie e, 37
4.2.5 Maitohappobakteerien annostustason VaiKUtUS ...........ccccveeeviiviieeeiiiineessinnnne. 38

5. Yhteenveto ja JONTOPAATOKSEL .........ccociviiiiiiiiiiie e 42

LAHTEET ..ottt ettt bbbt bbbt 45



Lyhenteet

Sailontdainekasittelyt:

PR = painorehu

MH = muurahaishapolla sail6tty rehu

LABE = Lactobacillus plantarum ja Pediococcus acidilactici -maitohappobakteerien
seka pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasientsyymien seos

LP6 = L. plantarum 1x10°® pmy/g

LP5 = L. plantarum 1x10° pmy/g

LB = L. plantarum ja L. buchneri 2x10° pmy/g

pmy = pesékkeitd muodostava yksikko



1. Johdanto

1.1 S&ilénnan historia ja merkitys

Sailorehun teon juuret ovat antiikin Kreikassa ja Egyptissa, joissa viljan jyvié ja rehuvil-
jelykasveja on séilotty siiloissa jo 3000 vuotta sitten (Wilkinson ym. 2003). Yhden en-
simmaisista tieteellisista rehun sailomismenetelmaa kasittelevista julkaisuista on Kirjoit-
tanut Grieswald vuonna 1842 (Woolford 1984). 1900-luvun alussa olivat sailomismene-
telmét levinneet jo ympéri Eurooppaa ja Yhdysvaltoja, ja Suomessakin séilérehu toi
ratkaisuja lypsykarjan talviseen vajaaruokintaan. Sailérehu oli kuitenkin laadultaan
huonoa, mink& johdosta suomalaisen maidontuotannon ja meijeriteollisuuden laatuon-
gelmat olivat yleisia huolenaiheita. Ratkaisun toi 1920-luvun loppupuolella A. I. Virta-
sen kehittdma AlV-rehu ja my6hemmin 1950-luvulla uudistuneen rehun korjuuteknii-
kan ja sailontamenetelmien myota erilaisten rehusailontdaineiden suosio ja kaytto yleis-
tyi huomattavasti niin Suomessa kuin muualla maailmassakin (Moisio ja Heikonen
1992).

Nykyaén séilorehu on yksi tarkeimmista lypsylenmille syttettdvisté rehuista. Esimer-
kiksi 1990-luvun puolivélissa séilorehua tehtiin Euroopassa noin 550 miljoonaa tonnia
ja Amerikassa noin 130 miljoonaa tonnia tuorepainona ilmaistuna (Wilkinson ym.
2003). Vuonna 2010 Suomessa tuotettiin nurmiséilérehua keskim&arin noin 18 000
kg/ha yhteensa noin 450 000 hehtaarin alalla (Tike 2010). S&ilérehun teon onnistuminen
rilppuu sadosta, korjuu- ja varastointimenetelmastd seka kaytettavasta sailontéaineesta.
Suomessa hyvalaatuisella sailorehulla voidaan yhdessa eldinten hyvien elinolosuhteiden
kanssa turvata maidontuotannon korkea tuotostaso ja taloudellisuus. S&ilérehun laadulla
on suuri vaikutus eldinten terveyteen ja hedelmallisyyteen. Hygieniatasoltaan heikko
séilorehu voi sisaltad homeita ja haitallisia bakteereja, jotka lehmén elimist6on kulkeu-
tuessaan voivat aiheuttaa tulehduksia ja nakya esimerkiksi maidon solupitoisuuden nou-

suna.

Huonolaatuisen rehun maittavuus on heikko, joka saattaa johtaa suurempaan vakirehun
osuuteen dieetissa aiheuttaen potsi- ja sorkkaongelmia. S&ilérehun laatuominaisuudet
vaikuttavat siis siihen, kuinka paljon lehmat sitd syovéat. Syonti-indeksi kuvaa séilore-
hun suhteellista sydntipotentiaalia indeksipistearvon ollessa tyypillisesti 95 — 110 (Huh-

tanen ym. 2007, Rinne ym. 2008). Syonti-indeksiin vaikuttavat sdilorehun kuiva-aineen,
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sulavan orgaanisen aineen (D-arvo), kokonaishappojen ja kuidun (NDF) pitoisuudet,
onko rehu ensimmaisesté sadosta vai jalkikasvusta tehty sek& palkokasvien ja kokovil-
jasailorehun osuus. Séilérehun syonti-indeksi suurenee, kun D-arvo suurenee ja kaymis-

laatu paranee.

1.2 Sailorehun kaymiseen vaikuttavat tekijat

Sailorehun kaymislaatuun eniten vaikuttavat tekijat ovat rehun kuiva-ainepitoisuus, ve-
siliukoisten hiilihydraattien pitoisuus sekd rehun puskurikapasiteetti (Muck ja Kung
2007). Kasvien hiilihydraatit voidaan jakaa solunsiséllyshiilihydraatteihin ja solunsei-
nahiilihydraatteihin. NDF-menetelmdn perusteella kasvien soluseinisté erotellaan pek-
tiini, rakenteelliset polysakkaridit kuten hemiselluloosa ja selluloosa seka ligniini (Soest
ja Wine 1967). Solunsiséllyshiilinydraatit koostuvat veteen liukenevista hiilinydraateis-
ta, kuten glukoosista, fruktoosista ja sakkaroosista, seké varastohiilihydraateista, kuten
tarkkelyksestd ja fruktaaneista. Vesiliukoisia hiilihydraatteja kutsutaan yleisesti soke-
reiksi. Sailonnén kannalta tarke&t maitohappobakteerit pystyvat kayttdmaan energian-
l&hteenddn ainoastaan kasvin sokereita. Glukoosi ja fruktoosi ovat tarkeimmat kasvien
monosakkaridit, mutta lauhkean ilmaston nurmissa fruktaanit ovat yleisimpid vesi-
liukoisia hiilihydraatteja (Beever ym. 2000). Kasvien sokeripitoisuus riippuu ymparisto-
tekijoistd, erityisesti valosta ja lampdtilasta, ja voi siksi vaihdella suuresti kasvin kasvun

aikana.

Vélittomasti nurmikasvuston niittdmisen jalkeen, esikuivauksen sekd fermentaation
alussa, kasvimateriaalin koostumuksessa tapahtuu muutoksia kasvien entsyymien ja
epifyyttisten mikrobien vaikutuksesta. Sailonnan tarkoitus on minimoida ndmé muutok-
set kehittdmalla nopeasti anaerobiset olosuhteet, jotka edistavat luonnollisesti kasveissa
esiintyvien tai siihen lisattyjen maitohappobakteerien toimintaa. Anaerobiset olosuhteet
sekd sokereiden ja muiden ravinteiden saatavuus edistdvat maitohappobakteerien kasvua
ja maitohapon tuottoa, jolloin rehun pH tyypillisesti laskee. Samalla kasvien entsyymien
toiminta vahenee ja epatoivottujen, happamille olosuhteille ei-toleranttien mikrobien
méaara laskee. (McDonald ym. 1991). Sailonnén periaatteita sovelletaan kaikissa sailén-
tatavoissa, kuten aumoissa, siiloissa ja paaleissa, mutta tyypillisia sailonnallisia eroja
esiintyy. Esimerkiksi paaleihin séilotyssd rehussa on yleisesti suurempi Kkuiva-
ainepitoisuus ja pidemman silpun pituuden aiheuttama rajoitetumpi rehun fermentaatio

verrattuna aumassa sailottyyn rehuun (Merry ym. 2000).
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Rehun pH ei ole riippuvainen ainoastaan mikrobien kyvysté tuottaa maitohappoa, vaan
my0s kasvimateriaalin puskurikapasiteetista eli kyvysta vastustaa pH:n muutosta. Or-
gaaniset hapot, kuten sitruuna- ja omenahappo, niiden suolat ja fosforihappo muodosta-
vat rehuun puskurikapasiteetin, jolla voi olla vaikutusta useiden mikrobien kasvuun.
Sailonnéan aikana puskurikapasiteetti voi vaihdella mikrobien toiminnan johdosta. Or-
gaanisten happojen suolojen hajoaminen vapauttaa kationeja johtaen puskurikapasitee-
tin kasvuun, koska kationit sitoutuvat fermentaatiossa muodostuviin happoihin. Pusku-
rikapasiteetti vaihtelee suuresti eri kasvilajikkeiden valilla. Esimerkiksi palkokasveilla
on vyleisesti suurempi puskurikapasiteetti verrattuna ruohokasveihin. Yleensd nurmiséi-

I6rehun pH:n laskemiseksi 4:&an tarvitaan maitohappoa 100 g/kg ka. (Woolford 1984).

Rehun kdymisprosessi voidaan jakaa neljaan vaiheeseen, joihin vaikuttavat sailonnan
aikana rehun koostumuksessa tapahtuvat muutokset ja ympériston olosuhteet (Weinberg
ja Muck 1996). Aerobisessa vaiheessa pH:n ollessa 6,0 — 6,5, kasvipartikkeleiden valiin
jaanyt happi mahdollistaa kasvien soluhengityksen, proteaasiaktiivisuuden ja aerobisten
seka fakultatiivisesti aerobisten mikrobien, kuten hiivojen, homeiden ja enterobakteeri-
en, toiminnan jatkumisen. Jos siilon tiivistdminen on hidasta, voi edelleen jatkuvan so-
luhengityksen seurauksena kasvin solunsiséllyshiilinydraattien maaré vahentyd, kun
niitd muutetaan vedeksi, hiilidioksidiksi ja lammdksi (McDonald ym. 1991). Td&ma pro-
sessi on epéatoivottu, koska se vahentdd ravitsemuksellisesti hyodyllisten sokereiden
saatavuutta eldinten tarpeisiin. Toisaalta se on edullinen, koska se kayttaa loppuun re-
humassaan jaljelle jadneen hapen ja tarjoaa suotuisat anaerobiset olot maitohappobak-

teerien toiminnalle.

Kéymisvaiheessa rehun luonnolliset tai siihen lisatyt maitohappobakteerit lisdéntyvét ja
muodostavat rehussa hallitsevan mikrobipopulaation. Aluksi muodostuu kaksi bakteeri-
populaatiota, gram-positiiviset, fakultatiivisesti anaerobiset homo- ja heterofermentatii-
viset maitohappobakteerit ja gram-negatiiviset, fakultatiivisesti anaerobiset enterobak-
teerit (Merry ym. 2000). Tdma vaihe voi kest&é péivista viikkoihin, joskus jopa kuukau-
den tai pidempé&éan riippuen rehun koostumuksesta ja ympariston olosuhteista. Rehussa
muodostuu maitohappoa ja muita happoja laskien pH:n 3,8 — 5,0:n vélille. Yleensa mai-
tohappobakteerit hallitsevat fermentaatiota, koska enterobakteerit eivét siedd nopeasti

laskevaa pH:ta (Merry ym. 1995).
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Kéymisvaiheen jalkeen seuraa vakaa tila, jolloin rehussa tapahtuu véin vahan muutok-
sia, jos ilman paasy on estetty rehuun. Happamia oloja sietdvat mikro-organismit, kuten
klostridit ja basillit, voivat selvitd inaktiivisessa tilassa tai itidind. Myos happotolerantit
entsyymit séilyvét aktiivisina aiheuttaen rakenteellisten sokereiden ja varastohiilinyd-
raattien hidasta happohydrolyysia (Pahlow ym. 2003). Rehun sy6ttévaiheessa rehu altis-
tuu ilmalle uudelleen, jolloin aerobiset mikrobit, 1&hinnd hiivat, homeet, basillit ja etik-
kahappobakteerit, voivat aktivoitua uudelleen ja aiheuttaa rehun pilaantumisen (Wein-
berg ja Muck 1996).

Rehun pilaantuminen voidaan puolestaan jakaa kahteen vaiheeseen (Elferink ja Driehuis
2000). Primaarisessa pilaantumisvaiheessa hapen paastessé rehuun, paéasiassa hiivat ja
joskus myds anaerobiset etikkahappobakteerit alkavat hajottaa rehua séilovid orgaanisia
happoja, joka saa aikaan rehun pH:n kohoamisen. Hiivat ovat useimmiten ensimmaisia
haitallisia mikrobeja rehussa, koska monet niista pystyvat kasvamaan alhaisessa pH:ssa.
My0s etikkahappobakteerit ja homeet pystyvédt kasvamaan happamissa oloissa, mutta
etikkahappobakteereita ei ole tavattu nurmisdilorehuissa ja homeet kasvavat hitaammin
kuin hiivat (Muck 2010). Hiivat tuottavat padasiassa etanolia ja hiilidioksidia fermen-
taation lopputuotteena (McDonald ym. 1991).

Pilaantumisen sekundaarisessa vaiheessa rehu lampenee haitallisten mikrobien, kuten
basillien, homeiden ja enterobakteerien, aktiivisuuden lisadntymisen myo6ta. Enterobak-
teerit voivat kayttad hapen tilalla nitraattia elektronin vastaanottajana, pelkistden nitraat-
tia nitriitiksi tai typpioksidiksi. Nitriitti ja typpioksidi inhiboivat Klostridien kasvua
(Pahlow ym. 2003). Enterobakteerit kilpailevat maitohappobakteerien kanssa rehun so-
kereista. Niiden paasaantdinen fermentaatiotuote on etikkahappo, mutta ne tuottavat

my0ds meripihkahappoa seka 2,3-butaanidiolia (Muck 2010).

Clostridium-suvun bakteerit ovat padsaantoisesti obligaattisesti anaerobeja, joiden vai-
kutus nakyy vasta maitohappobakteerien kasvun pysahtymisen jalkeen, jos rehun kos-
teuspitoisuus ja lampdotila ovat kohonneet (Beever ym. 2000). Sakkarolyyttiset klostridit
fermentoivat hiilihydraatteja, kun taas monet muut klostridit fermentoivat seké hiilihyd-
raatteja ettd proteiineja. Kolme yleisimmin sailérehuissa esiintyvaa klostridiryhmad ovat
proteolyyttiset Klostridit, jotka fermentoivat aminohappoja ammoniakiksi, amiineiksi ja
hiilidioksidiksi, Clostridium butyricum -ryhmé joka fermentoi hiilihydraatteja seka C.

tyrobutyricum -ryhmd, joka fermentoi joidenkin sokereiden liséksi p&&asiassa maito-
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happoa (Pahlow ym. 2003). C. butyricum- ja C. tyrobutyricum -ryhmét tuottavat voi-
happoa, etikkahappoa, vetya ja hiilidioksidia (Muck 2010).

Listeria-sukuun kuuluvia bakteereja esiintyy suuria maaria erilaisissa sailorehuissa. Eri-
tyisesti paalisailorehu on altis Listeria monocytogenes -patogeenin levidmiselle (Merry
ym. 2000). Levidminen tapahtuu yleensd joko maa-aineksen mukana, eléinten jatosten
mukana tai eldinten levittdménd. Donald ym. (1995) havaitsivat listeriaa aiheuttavan
Listeria monocytogenesin inhiboituvan alhaisessa pH:ssa, jos samanaikaisesti rehussa

vallitsivat taydellisesti anaerobiset olosuhteet.

Homeet, kuten esimerkiksi Aspergillus- ja Fusarium-sukuihin kuuluvat homesienet,
lisdantyvat sdilorehussa yleensa vasta viimeisend tuottaen hometoksiineja, joilla voi olla
vakavia vaikutuksia niin eldinten kuin ihmistenkin terveyteen. Hometoksiinien vaiku-
tuksia ovat mm. heikentynyt syonti, lisd&ntynyt luomisten méaard, hormonaaliset hairiot
ja heikentynyt immuunivaste. (Scudamore ja Livesey 1998). Y leisesti kaikki haitalliset
séilorehuissa esiintyvat mikrobit alentavat rehun ravitsemuksellista arvoa ja liséksi niilla

on haitallisia vaikutuksia eldinten terveyteen ja esimerkiksi maidon laatuun.

1.3 Maitohappobakteerit

Kasveissa esiintyy luonnollisesti epifyyttisid maitohappobakteereita, jotka fermentoivat
solunsisallyshiilinydraatteja padasiassa maitohapoksi ja muiksi orgaanisiksi hapoiksi
anaerobisen k&dymisen kautta. Kasvimateriaalissa esiintyvat epifyyttiset maitohappobak-
teerit, joilla on merkitysta sailorehussa, kuuluvat Lactobacillus-, Pediococcus-, Leu-
conostoc-, Enterococcus-, Lactococcus- ja Streptococcus-sukuihin (Pahlow ym. 2003).
Homofermentatiiviset pediokokit ja enterokokit aloittavat usein rehun k&dymisprosessin,
happotolerantimpien laktobasillien vahvistaessa pH:n laskun (Merry ym. 2000). Suurin
osa maitohappobakteereista on mesofiilisig, eli ne voivat kasvaa 5 - 50 °C:een vililla,
optimildmpatilan ollessa yleensa 25 - 40 °C (Pahlow ym. 2003). Maitohappobakteerien
kyky syntetisoida kasvutekijoitd on rajoittunut, joten ne tarvitsevat kasvaakseen useita
ravinteita, kuten mangaania (McDonald ym. 1991). Maitohappobakteereilla on todettu

olevan antimikrobiaalisia vaikutuksia (Gollop ym. 2005).

Maitohappobakteerit hajottavat heksooseja joko glykolyysin (Embden—Meyerhof -reitti)
tai 6-fosfoglugonaatti/fosfoketolaasitien (6-PG/PK-reitti) kautta (Axelsson 1998). Gly-
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kolyysin lopputuotteena syntyy lahes yksinomaan maitohappoa, jonka johdosta metabo-
liaa kutsutaan homolaktiseksi fermentaatioksi. Glykolyysissa ei tapahdu rehun kuiva-
aine- ja energiatappioita (McDonald ym. 1991). Heterolaktisessa fermentaatiossa 6-
PG/PK-reitin tuloksena syntyy merkittdvid maarid muita lopputuotteita kuten etanolia,
etikkahappoa ja hiilidioksidia maitohapon lisaksi (Axelsson 1998) ja kuiva-ainetappiot
vaihtelevat 5 - 24 %:n vélilla (McDonald ym. 1991). Edelld mainittujen sokerimetabo-
liareittien perusteella maitohappobakteerit voidaan jakaa obligaattisesti homofermenta-
titvisiin, fakultatiivisesti heterofermentatiivisiin tai obligaattisesti heterofermentatiivi-

siin maitohappobakteereihin.

Obligaattisesti homofermentatiiviset maitohappobakteerit, kuten Pediococcus acidilac-
tici, tuottavat lahes ainoastaan maitohappoa heksooseista glykolyysin kautta, mutta eivéat
pysty hajottamaan pentooseja ja glukonaattia. Pentoosien hajotus ei onnistu siksi, ett&
obligaattisesti homofermentatiivisilta maitohappobakteereilta puuttuu fosfoketolaasi-
entsyymi (Kandler 1983, Pahlow ym. 2003). Obligaattisesti heterofermentatiiviset mai-
tohappobakteerit hajottavat puolestaan 6-PG/PK-reitin kautta sek& heksooseja etta pen-
tooseja, mutta toisin kuin homofermentatiiviset, ne hajottavat heksooseista yhta monta
moolia maitohappoa, hiilidioksidia ja etikkahappoa tai etanolia. (Hammes ym. 1992,
Schleifer ja Ludwig 1995). Yleens&d homofermentatiiviset maitohappobakteerit tuottavat
kaksi moolia maitohappoa yhdestd moolista glukoosia, kun taas heterofermentatiiviset
tuottavat glukoosista yhden moolin maitohappoa, yhden moolin hiilidioksidia ja joko
yhden moolin etanolia tai yhden moolin etikkahappoa (Muck 2010). Obligaattisesti he-
terofermentatiivisilta maitohappobakteereilta puuttuu glykolyysiin tarvittava fruktoosi-
difosfaattialdolaasi, jonka avulla fruktoosi-1,6-difosfaatista muodostuu glyseraldehydi-
3-fosfaatti ja dihydroksiasetonifosfaatti (Kandler 1983, Pahlow ym. 2003). On kuitenkin
mahdollista, ettd kdymistyyppi voi muuttua tietyissé olosuhteissa. Esimerkiksi glyko-
lyysista kaymistyyppi voi muuttua heterolaktiseksi fermentaatioksi ja erdat homofer-
mentatiivisina pidetyt maitohappobakteerit pystyvéat kayttamaan 6-PG/PK-reittia fer-

mentoidessaan tiettyja substraatteja (Axelsson 1998).

Fakultatiivisesti heterofermentatiiviset maitohappobakteerit tuottavat myos padsaantoi-
sesti maitohappoa heksooseista glykolyysin avulla homofermentatiivisesti, mutta liséksi
ne hajottavat tiettyja pentooseja heterofermentatiivisesti tuottaen maitohappoa, etikka-
happoa seké etanolia (Kandler 1983, Axelsson 1998). Nailla lajeilla pentoosien lasnédolo

saa aikaan fosfoketolaasin induktion (Kandler 1983). Bakteerisolun siséll4 pentoosit
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fosforyloidaan ja muutetaan joko ribuloosi-5-fosfaatiksi tai ksyluloosi-5-fosfaatiksi,
jotka voidaan liittad hajotettavaksi 6-PG/PK-reittiin. Hiilidioksidia ei muodostu ja koska
dehydrogenaatiota ei tarvita vélituotteen ksyluloosi-5-fosfaatin tuottamiseen, tulee ase-
tyylifosfaatin pelkistymisesta etanoliksi tarpeetonta. Sen sijaan asetyylifosfaatti k&yte-
tdan substraattitason fosforylaatiossa tuottaen etikkahappoa ja ATP:t4. Pentoosien fer-
mentaatio tuottaa siis yhtd monta moolia maitohappoa ja etikkahappoa. (McDonald ym.
1991).

Maitohappobakteerien luokittelu ei ole kuitenkaan niin absoluuttista kuin on aikaisem-
min luultu ja suurin osa maitohappobakteereista voi olla fakultatiivisesti heterofermen-
tatiivisia (Axelsson 1998). Maitohappobakteerien erilaiset kasvuolosuhteet, kuten pH:n
muutos tai subtraatin rajallinen saanti, voivat vaikuttaa fermentaatioreitteihin ja siten
lopputuotteiden muodostumiseen. Ndma muutokset voivat johtua muuntuneesta pyru-
vaattimetaboliasta, ulkoisen elektronin vastaanottajan kaytostd, kuten hapesta tai or-
gaanisista yhdisteistd, tai molemmista (Axelsson 1998). Pyruvaatti on avainasemassa
monissa fermentaatioissa, jossa se toimii elektronin tai vedyn vastaanottajana ja se voi
maitohapoksi pelkistymisen sijaan muuttua useiksi muiksi tuotteiksi, kuten asetoiiniksi,
diasetyyliksi, etikkahapoksi, muurahaishapoksi, hiilidioksidiksi, etanoliksi ja 2,3-
butaanidioliksi (Kandler 1983).

1.4 Biologisten sailontaaineiden valitseminen ja annostus

Sailorehuissa kéytettavat séailontaaineet voidaan jakaa useaan ryhmadn, joista tarkeim-
mat ja eniten k&ytetyimmét perustuvat fermentaation kontrollointiin, joissa joko stimu-
loidaan tai estetdan kaymistd, seka estetadn ilmalle altistuneen sdilérehun laadun heik-
kenemistd (McDonald ym. 1991). Happosailontdaineilla pyritadn laskemaan pH nopeas-
ti alas, jolloin fermentaatio estyy osittain. Biologiset séilontéaineet puolestaan stimuloi-

vat haluttua fermentaatiota, jolloin tuotettu maitohappo laskee rehun pH:n.

Erityisesti 1980- ja 1990-luvuilla on kiinnostus ja tutkimus kohdistunut biologisten séi-
Iontdaineiden kehittelyyn ja kayttoon. Biologiset sdilontdaineet sisaltdvat yleensa mai-
tohappobakteereja, jotka edesauttavat suotuisan maitohappokdymisen kaynnistymista
séilorehussa. Sdilottdessd méarkia rehuja biologisilla sailontaaineilla ei pH-lukua valtta-
matt4 saada laskemaan yhtd alas kuin ké&ytettédessa happopohjaisia sailontdaineita. Sen

sijaan esikuivatussa rehussa voidaan saada pH putoamaan jopa alemmas kuin happo-
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pohjaisella sdilontaaineella (Saarisalo ym. 2006a, Saarisalo ym. 2006b). Biologiset sdi-
Iontaaineet ovat turvallisia ja helppoja kasitella, eivat aiheuta korroosiota maatalousko-
neissa, eivat saastuta ympéristod ja niitd pidetddn luonnonmukaisina tuotteina. Useissa
tutkimuksissa on todettu homofermentatiivisten maitohappobakteerisdilontdaineiden
parantavan esikuivatun nurmiséildrehun sailonnallisté laatua verrattuna kontrollina toi-
mivaan késittelemattoméan rehuun (Rooke ym. 1990, Driehuis ym. 1997, Saarisalo ym.
20064, Saarisalo ym. 2006b).

Eradt eniten kaytetyista homofermentatiivisista maitohappobakteereista ovat Lactobacil-
lus plantarum, L. acidophilus, Pediococcus acidilactici, P. pentacaceus ja Enterococcus
faecium (Kung 2001). Mikrobiséilontéaineet siséltavat yleensé yhtd tai useampaa bak-
teerikantaa, jotka on valittu joko niiden fermentaation dominointikyvyn tai synergisten
vaikutusten perusteella. Esimerkiksi Fitzsimons ym. (1992) havaitsivat erdan P. acidi-
lactici —kannan stimuloivan L. plantarumin kasvua. On my0s todettu, ettd Enterococ-
cus-suku kasvaa nopeammin kuin Pediococcus, joka puolestaan on nopeampi kasva-
maan kuin Lactobacillus (Kung 2001). Jotkin Pediococcus-kannat ovat tolerantimpia
korkeille kuiva-ainepitoisuuksille kuin Lactobacillus ja niilld on my6s laajempi opti-

maalinen lampdtila- ja pH-vaihtelualue (Kung 2001).

Séilorehun k&dymisen my6hemmadssd vaiheessa heterofermentatiiviset maitohappobak-
teerit muodostavat usein dominoivan bakteeripopulaation (Seale 1986). Heterofermenta-
tilvisilla maitohappobakteereilla, kuten L. plantarumin heterolaktisilla kannoilla ja L.
buchnerilla, on kyky parantaa séilérehun aerobista stabiilisuutta. Mitd nopeammin rehu
lampenee séilytyksen jalkeen, kun ilma paasee rehuun, sitd heikompi sen aerobinen sta-
biilisuus on. Heterofermentatiivisten maitohappobakteerikantojen lisdyksen vaikutuksia
on tutkittu paljon erityisesti maissisailorehussa (Ranjit ja Kung 2000, Kristensen ym.
2010, Reich ja Kung 2010). Parantunut aerobinen stabiilisuus voi johtua L. buchnerin
kyvysta fermentoida maitohappoa hapettomissa oloissa etikkahapoksi ja 1,2-
propaanidioliksi (Oude Elferink ym. 2001). Etikka- ja propionihappojen madran nousu
L. buchnerin lisdyksen jalkeen paransi myos ohrasailorehun aerobista stabiilisuutta
(Kung ja Ranjit 2001). Toisaalta lisdantynyt etikkahapon mééra voi vahentaa syontia ja

kuiva-ainehdvikki voi olla suuri johtuen L. buchnerin metaboliasta (Kung 2001).

Myb6s Propionibacterium-suvun bakteereilla on kyky estdd homeiden kasvua séilore-

huissa (Beck 1978). Ne pystyvat muuttamaan maitohappoa ja glukoosia etikka- ja pro-
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pionihapoksi, jotka ovat ominaisuuksiltaan enemman antifungaalisia kuin maitohappo.
Padasialliset syyt ndiden organismien tehottomuuteen ovat niiden ehdoton anaerobisuus,
hidas kasvu ja suhteellisen huono happamien olojen kestavyys (Kung ym. 2003a). Pro-
pionihappoa kéytetddn joissakin kemiallisissa séilontdaineissa ja sen k&ytdn on havaittu
parantavan korkean kuiva-aineen nurmisailérehun aerobista stabiilisuutta (Jaakkola ym.
2010).

Maitohappobakteeriséilontéaineiden riittava annostustaso on tarkead, jotta lisatyt homo-
fermentatiiviset maitohappobakteerit pystyvat dominoimaan kasvimateriaalissa usein
luonnollisesti esiintyvien heterofermentatiivisten maitohappobakteerien toimintaa (Sea-
le 1986). Homofermentaatio on toivotumpaa kuin heterofermentaatio, koska homolakti-
sessa fermentaatiossa maitohapon tuotto on tehokkaampaa. Pitt ja Leibensperger (1987)
havaitsivat erilaisia mallintamistekniikoita kayttamalla, ettd lisatylla maitohappobaktee-
riséilontaaineella on vaikutusta saildrehun laatuun vain, jos rehuun lisatadn 10-kertainen
méaard maitohappobakteereita suhteessa rehun luonnolliseen maitohappobakteerifloo-
raan. Yleensd epifyyttinen maitohappobakteerifloora ei ylitd 1x10° pmy/g (pesékkeité
muodostavaa yksikk0a/g) tuoretta rehua. Pohjois-Amerikassa ja Euroopassa yleisimmin
kaytetty annostustaso homofermentatiivisille maitohappobakteerisailontdaaineille on
1x10° pmy/g tuoretta rehua (Kung ym. 2003a). My®6s suurempia annostustasoja kayte-
taan tyypillisesti pienen kuiva-ainepitoisuuden nurmiséilérehuissa monissa osissa Eu-
rooppaa (Kung 2001) ja Merryn ym. (2000) mukaan useimmat Euroopassa kéytettavista

maitohappobakteerisdilontéaineista annostellaan 1x10°-tasolla.

Sailontdaineisiin lisatyilla entsyymeilld voidaan hajottaa séilérehun solunseinghiilihyd-
raatteja veteen liukeneviksi hiilinydraateiksi, joita maitohappobakteerit voivat hyodyn-
ta44 (Jaakkola 1990, Kung ym. 1991, Selmer-Olsen ym. 1993a, Sheperd ym. 1995). Mik-
robiséilontéaineisiin yhdistetyt sellulaasi ja hemisellulaasi ovat yleisimmin kéaytettyja
entsyymikomplekseja (Kung ym. 2003a). Monet tekijat, kuten rehun pinnassa ja ent-
syymien kiinnittymiskohdissa vallitsevat olosuhteet, kosteuspitoisuus ja kasvien prote-
aasit voivat inhiboida entsyymien toimintaa (Kung ym. 2003a). Selluloosan ja hemisel-
luloosan hajottaminen vaatii useita entsyymejd, joiden suhteellinen osuus ja aktiivisuus
séilontéaineessa vaikuttavat soluseinien hajottamisen tehokkuuteen (McAllister ym.
2001). Esimerkiksi sellulaasientsyymit ovat komplekseja, jotka koostuvat erilaisista

endo- ja ekso-B-glukanaaseista, sellobiohydrolaaseista ja sellobiaaseista (Bhat ja Haz-
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lewood 2001). Taydellinen sulamattoman selluloosan hajoaminen glukoosiksi vaatii

useamman entsyymin synergistista toimintaa (Kung ym. 1991).

Entsyymeisté on eniten hyotyé rehuissa, joiden sokeripitoisuus on alhainen. Entsyymi-
lisdyksella on todettu olevan suurempi vaikutus nurmikasveissa kuin palkokasveissa
(Henderson ym. 1982). Vaikutus on suurempi my6s nuorissa kuin enemman ligniinié
sisdltavissé vanhoissa kasveissa (Buxton ja Russell 1988, Nadeau ym. 2000). Van Vuu-
ren ym. (1989) havaitsivat myos, ettd mitd vanhempaa kasvimateriaali on ja mitd suu-
rempi Kuiva-ainepitoisuus siind on, sitd vdhemman on rehuun lisétyilld entsyymeilld
vaikutusta solunseindkomponenttien hajoitukseen. Ligniini yhdesséd hemiselluloosan
kanssa suojelee selluloosaa entsymaattiselta hydrolyysilta (Hatfield 1993) ja selluloosan
hajoamisvauhti riippuu sellulolyyttisille entsyymeille tarjolla olevasta kasvimateriaalin
pinta-alasta (Weimer ym. 1990). Pektiini on puolestaan Kiinnittyneend ligniini-

hemiselluloosakompleksiin (Hatfield 1993).

Nadeau ym. (2000) havaitsivat NDF- ja selluloosapitoisuuksien pienenevan, kun koi-
ranhein&- ja sinimailassailorehuun lisattiin sellulaasi tai sellulaasi-hemisellulaasisekoi-
tus. Samanlaisia tuloksia on saatu nurmisailérehussa myos Jaakkolan (1990) ja Selmer-
Olsen ym. (1993a) tutkimuksissa. Toisaalta on myos saatu painvastaisia tuloksia, joissa
entsyymilisalla oli pieni tai ei ollenkaan vaikutusta NDF- ja selluloosapitoisuuksiin si-
nimailassailorehussa (Kung ym. 1991, Tengerdy ym. 1991). Entsyymit yhdessa sailon-
tdaineen kanssa voivat parantaa fermentaatiota ja vahent&é proteolyysia (Sheperd ym.
1995), kun taas entsyymeilla yksin kdytettyna voi olla vaihtelevia vaikutuksia (Jaakkola
1990, Selmer-Olsen ym. 1993a). Selmer-Olsen ym. (1993b) havaitsivat entsyymilisayk-
sen parantavan italian raiheindséilérehun aerobista stabiilisuutta, mutta esimerkiksi
Spoelstra ym. (1992) tutkimuksessa maissisdilorehun aerobinen stabiilisuus oli huo-
nompi entsyymilisayksell& verrattuna painorehuun. Entsyymien lisdyksen muita ongel-

mia ovat mm. puristenesteen muodostuminen ja kuiva-ainehdvikki (Jaakkola ym. 1991).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd eri maitohappobakteerien ja homofermenta-
tiivisten maitohappobakteerien annostustason vaikutusta erittdin vahan esikuivatun
nurmiséilérehun kdymislaatuun ja aerobiseen stabiilisuuteen sdilénnan jélkeen. Biologi-
silla sailontaaineilla sdilottyjen séilorehujen laatua verrattiin painorehuun ja muurahais-
hapolla tehtyyn sédilorehuun. Tutkimuksen tarkeimmaét hypoteesit olivat: 1) biologisilla

séilontaaineilla sailottyjen rehujen eli ymppirehujen séiléonnéllinen laatu on parempi
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verrattuna painorehuun, 2) Lactobacillus plantarumin suuremmalla annostustasolla
(1x10° pmy/g) saadaan parempilaatuista saildrehua verrattuna pienempaan annostus-
tasoon (1x10° pmy/g) ja 3) Lactobacillus buchnerin lisdys muuttaa rehun kaymistuot-

teiden madrié ja parantaa sdilérehun aerobista stabiilisuutta.
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2. Aineisto ja menetelmat

2.1 Koerehujen valmistus ja sdilontaainekasittelyt

Tutkimus tehtiin Helsingin Yliopiston Maataloustieteiden laitoksella. Koerehut tehtiin
Viikin opetus- ja tutkimustilan Pertunpelto-lohkolta 7.6.2010. Lohko lannoitettiin
3.5.2011 Pellon Y1-lannoitteella (N-P-K, 26-2-3) 375 kg/ha. Lohko toimi my6s tarken-
netun typpilannoituksen naytelohkona. Kolmannen vuoden timotei (Phleum pratense) -
nurminata (Festuca pratensis) kasvusto korjattiin tdhkimisen alkuvaiheessa D-
arvotavoitteen ollessa 690 — 720 g/kg ka. Kasvusto niitettiin niittomurskaimella (Krone
Easycut 3210) klo 7.00 ja 8.00 vélisena aikana ja esikuivattiin pellolla noin neljan tun-
nin ajan. S&a oli niittohetkell ja esikuivauksen ajan puolipilvinen ja I[&mpdtila kohosi
aamupadivan aikana noin 4 °C (klo 6.50 +12 °C ja klo 11.40 +16 °C). llman kosteus oli
76 % klo 6.50 ja laski 54 %:iin klo 11.40:een mennessd. Tuulen nopeus oli koko aamu-
paivan ajan n. 2 m/s. Nurmikasvuston kuiva-ainepitoisuus oli 170 g/kg heti niiton jal-
keen mééritettdessd. Rehujen kuiva-ainetavoite oli 200 — 250 g/kg. Kuivumista seurat-
tiin mikroaaltouunissa tehtdvien pikamaaritysten avulla (teho 800 W, kuivausaika 5 - 8

min.).

Sailottava ruohoerd silputtiin naytesilppurilla (Wintersteigner®, Ried im Innkreis, Ita-
valta), jonka jalkeen silputusta ja sekoitetusta rehuraaka-aineesta punnittiin kuusi 5 kg:n
erdé. Rehuerat levitettiin muovin paalle, jonka jalkeen suihkupullosta suihkutettiin séi-
I6ntaaine kolmessa eréssd rehuun. Rehumassaa sekoitettiin huolellisesti séilontéaineen
lisdyksen aikana ja sen jalkeen. Kaikki sailéntdaineet laimennettiin vesijohtovedelld
niin, ettd niiden annostus oli 10 ml/kg. Painorehuun liséattiin pelk&staén vettd. Sailonté-
ainekasittelyt olivat (Taulukko 1):

1) ei sdilontaainetta (painorehu) (PR),

2) muurahaishappo (100 %:na 4 I/t) (MH),

3) L. plantarum (DSM 11672) ja Pediococcus acidilactici (DSM 11673) 1x10° pmy/g
sekd pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasientsyymi (LABE),

4) L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g (LP6),

5) L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g (LP5) ja

6) L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) (LP5) ja L. buchneri (DSM 13573) (LB) 2x10°

pmy/g.



Taulukko 1. Sailontdainekasittelyt.

Késittely/Rehu Lyhenne Sailontaaine/ DSM No Kauppanimi Annostustaso
Painorehu (kontrolli) PR
Muurahaishapporehu MH 98 % HCOOH 4lftnt
Homofermentatiiviset maito-  LABE Lactobacillus plantarum/11672 Josilac 1x10° pmy?/g
happobakteerit ja entsyymit Pediococcus acidilactici/11673

sellulaasi/lUB-no 3.2.1.4

pektinaasi/lUB-no 3.2.1.15

ksylanaasi/lUB-no 3.2.1.8
Homofermentatiiviset maito-  LP6 Lactobacillus plantarum/3676 Agrosil Premium 1x10° pmy/g
happobakteerit Lactobacillus plantarum/3677
Homofermentatiiviset maito- LP5 Lactobacillus plantarum/3676 Agrosil 1x10° pmy/g
happobakteerit Lactobacillus plantarum/3677
Homofermentatiiviset maito- LB Lactobacillus plantarum/3676 Agrosil Pro 2x10° pmy/g

happobakteerit ja heterofer-
mentatiivinen maitohappobak-
teeri

Lactobacillus plantarum/3677
Lactobacillus buchneri/13573
(L. plantarum: L. buchneri =1:1)

1100 % hapoksi ilmaistuna

2pmy=peséakkeitd muodostavaa yksikkoa

LT
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Rehujen valmistuksessa kaytettiin kertakdyttohansikkaita ja rehun kanssa kosketuksissa
olevat vélineet ja astiat puhdistettiin kasittelyiden véalilla 70 %:lla etanolilla. Rehut sai-
I6ttiin lasisiin 1,5 litran laboratoriosiiloihin (Weck®, Wher-Oflingen, Saksa) ja jokaista
séilontaainekasittelya tehtiin kolme rinnakkaista siiloa eli yhteensa 18 siiloa. Siilot tay-
tettiin puisten tayttésauvojen avulla mahdollisimman téyteen niin, ettd jokaiseen siiloon
tuli 900 g rehua, jolloin siilon sisaltdman rehun tiheydeksi tuli 600 kg/ma. Siilot suljet-
tiin lasikansilla, jotka tiivistettiin ilmatiiviiksi kumitiivisteilld ja metallijousilla. Siilot
séilytettiin valolta suojattuna koneellisesti sdadetyssé vakiolampatilassa (20 °C:ssa) 119
vuorokautta (7.6.2010 — 4.10.2010). Siilot punnittiin ilman kansia ja tiivisteita tyhjand,

taytettynd ja sailonnan jalkeen juuri ennen tyhjennysté painohavikin laskemista varten.

2.2 Kaasuntuotannon mittaus

Laboratoriosiilojen liséksi rehua séilottiin jokaisesta séilontéainekasittelystd 95 g kuu-
teen rinnakkaiseen 120 ml:n minisiiloon sailénnan alkuajan fermentaation ja rehujen
pH:n muutoksen seuraamiseksi. Minisiilot suljettiin kumi- ja kierrekorkeilla. Jokaisen
séilontaainekasittelyn rinnakkaisista minisiiloista avattiin kaksi 1, 3 ja 21 péivan kulut-
tua sdilonnasta, jolloin méaritettiin valittomasti rehun pH (Knick 716, Saksa). Kaikista
séilontaainekasittelyiden minisiiloista seurattiin kaasuntuotantoa yhteensa 21 pdivan
ajan. Kaasu mitattiin aluksi péivittain ja viidennen péivan jalkeen joka 3. — 4. péiva.
Muodostunut kaasu poistettiin minisiilosta neulan avulla kumikorkin I&pi ilmapalloon ja
johdettiin kolmitiehanan kautta vedessé olevaan mittapipettiin, josta kaasun méaéara pys-

tyttiin mittaamaan pipetin vedenpinnan muutoksen perusteella.

Kaasuntuotannon liséksi minisiiloista laskettiin niiden tuorepainotappiot. Tappiot las-
kettiin jokaisesta siilosta vahentamélla siiloon sdilotyn rehun lopullinen paino rehun

alkuperaisesta painosta ja jakamalla tulos alkuperdisella painolla.

2.3 Naytteiden otto ja analysointi

Silputusta ruohoerdasté otettiin raaka-ainendyte juuri ennen laboratoriosiilojen tayttoa.
Primaéarinen kuiva-aine maaritettiin kuivaamalla raaka-ainenéytettd lampokaapissa noin
100 °C:ssa 24 tunnin ajan. Lisaksi raaka-ainendytteesta tehtiin analyysinayte kuivaamal-
la sitd lampokaapissa n. 100 °C:ssa tunnin ajan, jonka jalkeen loppukuivaus suoritettiin

50 °C:ssa kaksi vuorokautta. Kuivatusta analyysindytteesta méaéritettiin sekundaarinen
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kuiva-aine, tuhka, neutraalidetergenttikuitu (NDF) ja in vitro -sulavuus. Tuhka méari-
tettiin standardianalyysin (AOAC 1990, No 942.05) mukaan, jossa ndyte tuhkattiin
muhveliuunissa 600 °C:ssa noin 18 tunnin ajan. NDF madritettiin Van Soestin ym.
(1991) mukaan ja in vitro -sulavuus sellulaasi-menetelmélld (Friedel 1990) kayttaen
laskennassa kotimaisiin tutkimuksiin perustuvia korjauskaavoja (Nousiainen ym. 2003,
Huhtanen ym. 2006).

Lis&ksi raaka-aineesta pakastettiin nédytteet typen, liukoisen typen ja sokerin maaritta-
misté varten. Typpi ja liukoinen typpi mééritettiin Kjeldahlin menetelmalla (Ogg 1960)
sekd sokeripitoisuus Somogyin (1945) ja Salon (1965) menetelmien mukaan. Raaka-
valkuaispitoisuus saatiin kertomalla méaaritetty kokonaistyppi luvulla 6,25. Puskurikapa-
siteetin (Weissbach 1992) maarittdmistd varten nayte kylmakuivattiin (Christ gamma 2-

20). Lisaksi rehuraaka-aineen fermentaatiokerroin laskettiin kaavalla
FC =DM + 8 = V%C , Jossa FC = fermentaatiokerroin, DM = kuiva-ainepitoisuus (%),

WSC = sokeripitoisuus (g/kg ka) ja BC = puskurikapasiteetti (Schmidt ym. 1971).

Laboratoriosiilojen avauksen yhteydessé jokaisesta siilosta pakastettiin 420 g erikois-
analyysindytteeksi ja 460 g k&ytettiin aerobisen stabiilisuuden maarittdmiseen. Lopusta
rehumassasta maéritettiin pH (Knick 716, Saksa). Avauksen yhteydessé pakastetuista
erikoisanalyysindytteistd madritettiin priméérinen kuiva-aine, tuhka, kokonaistyppi ja
sokeri kuten raaka-aineen analyysin yhteydessa. Sé&ilérehun kuiva-aineen haihtuvien
ainesosien vaikutus korjattiin Huidan ym. (1986) mukaan. Kuiva-ainetappiot sailonnan

jalkeen laskettiin kayttden edelld mainittua korjausta ja ilman sitd.

Liséksi séilorehusta maaritettiin ammoniumtyppi McCulloughin (1967) mukaan ja mai-
tohappo kolorimetrisesti (Barker ja Summerson 1941). Haihtuvat rasvahapot eli VFA
madritettiin nestekromatografisesti UPLC-menetelmalld. Etanoli médritettiin entsymaat-
tisesti (Cat. No 10 176 290 035, Boehringer Mannheim, Saksa). Saildrehujen pH mitat-
tiin erikoisanalyysindytteen suodoksesta pH-mittarilla (Knick 716, Saksa).
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2.4 Aerobisen stabiilisuuden maaritys

Aerobinen stabiilisuus méaaritettiin seuraamalla rehun ld&mpdtilan muutosta sen joutuessa
ilman vaikutuksen alaiseksi. Laboratoriosiilojen avauksen yhteydessa otettu ndyte sijoi-
tettiin valittomasti muovipussissa styroxlaatikkoon. Styroxlaatikon pohjassa ja kannessa
olevien reikien kautta ilma paasi lapaisemaan rehumassan, jonka keskikohtaan oli sijoi-
tettu data logger-laite (MicroL.ite, Fourier Systems/Dostmann electronic GmbH). Data
loggerin anturin mittauskohta asetettiin osoittamaan alaspain keskelle rehundytetta. Data
loggereita oli yhteensa 15 kappaletta, joten yhdestd PR-, MH- ja LP6-rehunéytteesta jai
saamatta lampdotilan nousun tulokset. Styrox-laatikot sijoitettiin kyljelleen kasvatus-
kaappiin (WEISS Umwelttechnik GmbH), jonka vakiolampdtila oli +20 °C. Yhdella
data-loggerilla seurattiin kasvatuskaapin lampdétilaa. Rehujen lampdtilan kehitysta seu-
rattiin 14 vuorokauden ajan. L&mpotilat Kirjautuivat data loggeriin viiden minuutin vé-
lein. L&mpotiladata purettiin tietokoneelle suoraan data loggerin USB-portin kautta.
Aineistosta selvitettiin jokaiselle rehundytteelle ajankohta, jolloin rehun Iampdtilan ja
kaapin lampdtilan vélinen ero saavutti 2 °C. Lisdksi laskettiin [amp6tilan kumulatiivi-
nen summa, jossa rehun lampdtilasta vahennettiin huoneen lampdétila. Summa laskettiin

paivan lampdotilamittausten keskiarvona.

2.5 Tilastolliset analyysit

Tulosten tilastollinen testaus toteutettiin SAS 9.2:n GLM-proseduurilla kayttden va-
rianssianalyysia. Testissa selvitettiin sailontéainekasittelyn vaikutus sailorehun kaymis-
laatuun, aerobiseen stabiilisuuteen, tuore- sekd kuiva-ainetappioihin ja kaasun muodos-

tukseen. Tilastollisena mallina kaytettiin yhtaloa Y = p; + a; + e;j; , jossa Y on havain-

to, u on yleiskeskiarvo, a on késittelyn vaikutus ja e on virhetermi. Hajonnan kuvaajana
kaytettiin keskiarvon keskivirhettd (SEM). Sailontdainekasittelyn neliGssumma jaettiin

ortogonaalisiin kontrasteihin seuraavasti:

1) Muurahaishapporehua verrattiin muihin rehuihin (MH vs muut)

2) Painorehua verrattiin  biologisella sailontdaineella kasiteltyihin  rehuihin
(=ymppirehut) (PR vs ympit)

3) Lactobacillus plantarum ja Pediococcus acidilactici —maitohappobakteerien ja
entsyymien seoksella séilottya rehua verrattiin muihin ymppirehuihin (LABE vs

muut ympit)
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4) Lactobacillus plantarum — annostustason vaikutus (LP6 vs LP5)
5) Lactobacillus buchnerin lisdyksen vaikutus (LP5 vs LB)

Merkitsevyydet ilmaistaan P-arvoina, joissa P < 0,001 = erittain merkitsevd, P < 0,01 =
hyvin merkitsevg, P < 0,05 = merkitseva ja P < 0,10 = suuntaa-antava.
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3. Tulokset

3.1 Kaasuntuotanto ja tuorepaino- seka kuiva-ainetappiot

Muiden kuin MH-rehun kaasunmuodostus oli melko voimakasta ensimmaisten neljan
paivan ajan (Kuvio 1). MH-rehun kaasuntuotanto oli vahaista sailénnan alussa, mutta
lisddntyi voimakkaasti ensimmaisen sailontaviikon jalkeen tuottaen lopulta suurimman
kaasun mééaran verrattuna muihin rehuihin (P < 0,001) (Taulukko 2). Kaasua muodostui
MH-rehussa 21 vrk:n aikana lahes 300 ml, kun muissa rehuissa kaasun maara oli 150 —
250 ml. PR-rehussa muodostui kaasua hieman enemman verrattuna ymppirehuihin (P <
0,10).

MH-rehussa tuorepainotappio oli hieman suurempi kuin muissa rehuissa kuten myos
LP5-rehussa verrattuna LP6-rehuun (P < 0,05) (Taulukko 2). Numeerisesti tuorepaino-
tappio oli kaikissa rehuissa pieni.

ml

300

250

200
=B=PR

150 == MH
=>=| ABE

100 == |_P6
=0=|_P5

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Aika sailonnasta, vrk

Kuvio 1. Kaasunmuodostus sailonnén alussa (21 vrk) minisiiloissa.



Taulukko 2. Kaasunmuodostus ja tuorepainotappio sailontéajan alussa (21 vrk) minisiiloissa ja aerobinen stabiilisuus isojen siilojen rehuissa.

Sailontdaineet Tilastollinen merkitsevyys
MH PR LABE LP6 LB

PR MH LABE LP6 LP5 LB SEM VS. VS. VS. VS. VS.
muut  ympit muut LP5 LP5
ympit
Kaasu, ml 233 293 183 195 221 211 12,0 falahed 0
Kaasu, ml/g ka 11,8 14,8 9,2 9,9 11,2 10,7 0,61 falahed 0
Tuoretappio, % 0,53 0,67 0,44 0,34 0,52 0,49 0,052 * *
Aerobinen stabiilisuus
Lampatilaero 2 °C, vrk 3,45 -1 3,39 2,33 4,36 7,04 1,890  ***
Lampotilasumma, °C 39,7 3,3 18,0 54,3 44,3 30,4 8,70 wx *

IMH-rehu ei lammennyt mittausaikana. PR= painorehu, MH= muurahaishappo (100 %:na 4 I/t), LABE= L. plantarum (DSM 11672) ja Pediococcus acidilactici (DSM 11673) 1x10¢
pmy/g seka pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasientsyymi, LP6= L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g, LP5= L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g ja LB=

L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) ja L. buchneri (DSM 13573) 2x10° pmy/g. SEM= keskiarvon keskivirhe. MH vs muut= muurahaishapporehua verrattiin muihin rehuihin, PR vs
ympit= painorehua verrattiin biologisilla séildntaaineilla k&siteltyihin rehuihin (=ymppirehut), LABE vs muut ympit= maitohappobakteeri-entsyymiseos verrattuna muihin ymppire-
huihin, LP6 vs LP5= Lactobacillus plantarum — annostustason vaikutus, LP5 vs LB= Lactobacillus buchnerin lisdyksen vaikutus. ***= P < 0,001, **= P < 0,01, *= P < 0,05,

0= P <0,10.

€
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Laboratoriosiilojen avauksen yhteydessa havaittiin yhdessa PR-siilossa ja yhdessé LB-
siilossa pieni homekasvusto. Muut laboratoriosiilot olivat ulkon&dltddn moitteettomia.
Kuviossa 2 on esitetty sailontdainekésittelyn vaikutus tuorepainotappioihin ja kuiva-
ainetappioihin laboratoriosiiloissa. Kuiva-ainetappio laskettiin kayttden sailérehun kui-
va-ainepitoisuudessa haihtuvien aineiden korjausta (Huida ym. 1986) tai ilman sitd.
Kuiva-ainetappiot Huidan ym. (1986) mukaan tehdyn korjauksen tuloksena olivat MH-,
LABE- ja LP6-rehujen osalta negatiiviset, joten kuiva-ainetappiot laskettiin lisaksi il-
man korjausta. Talloin kuiva-ainetappiot vaihtelivat noin 4,5 — 8 %:n valilla ollen suurin

PR-rehussa ja pienin MH-rehussa.

9,0
8,0
7,0 -

6,0 -

5,0 —

4,0 —
m Tuore

3,0 -
% m KA
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Kuvio 2. Sdilontaainekasittelyn vaikutus tuorepaino- ja kuiva-ainetappioihin laborato-
riosiiloissa, joko laskettuna sailérehun kuiva-pitoisuudessa haihtuvien aineiden korjauk-

sen kanssa (Huida ym. 1986) tai ilman sita.
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3.2 Kemiallinen koostumus

3.1.1 Raaka-aine

Raaka-aineen kuiva-aine oli 208 g/kg ja D-arvo 711 g/kg ka, jotka vastasivat tavoitear-
voja hyvin (Taulukko 3). Sokeripitoisuus oli hyvin suuri, 196 g/kg ka. Raaka-aineen

puskurikapasiteetti oli melko korkea, 559 mekv/kg (milliekvivalenttia/kg) ka ja fermen-

taatiokerroin 52.

Taulukko 3. Raaka-aineen koostumus (g/kg ka ellei toisin mainittu).

Kuiva-aine, g/kg 208
Tuhka 64,4
Raakavalkuainen 133
NDF 543
Sokeri 196
D-arvo 711

Puskurikapasiteetti, mekv/kg ka 559

Fermentaatiokerroin 52

NDF = neutraalidetergenttikuitu
D-arvo = sulavan orgaanisen aineen osuus kuiva-aineesta
mekv = milliekvivalentti

3.1.2 Sailorehu

Rehujen kuiva-ainepitoisuus vaihteli valilla 207 - 216 g/kg (Taulukko 4). MH-rehun
kuiva-ainepitoisuus oli muita rehuja suurempi (P < 0,001). Myds LABE-rehun kuiva-
ainepitoisuus oli suurempi (P < 0,001) verrattaessa sitd muihin ymppirehuihin. Numee-
riset erot olivat kuitenkin melko pienet. Raakavalkuaispitoisuus oli hieman pienempi
PR-rehussa verrattuna ymppirehuihin, MH-rehussa verrattuina kaikkiin muihin rehuihin

ja LABE-rehussa verrattuna muihin ymppirehuihin (P < 0,05).

Minisiiloissa sdilottyjen nurmirehujen fermentaatiota seurattiin mittaamalla pH 1, 3 ja
21 vuorokautta sdiléonnan jalkeen (Kuvio 3). MH-rehun pH laski yhden péivan jalkeen
noin 4,1:een kun taas kontrollina toimivan PR-rehun ja ymppirehujen pH oli yhden péi-

van séilonnan jalkeen 5,4 — 6,2. Sailonnan kolmantena pdivana PR-rehun ja ymppirehu-
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jen pH laski voimakkaasti alle pH 4:n, kun taas muurahaishapporehun jo valmiiksi al-
haisessa pH:ssa ei tapahtunut suurta laskua. Kaikkien rehujen pH oli noin 3,7 kolmen
viikon sdilonnan jalkeen. Laboratoriosiilojen MH-rehun pH oli alhaisempi verrattuna
muiden rehujen keskim&&rdiseen pH-lukemaan sailontdajan lopussa (P < 0,001). PR-
rehun pH oli puolestaan korkeampi kuin ymppirehuissa, kuten myds LP5-rehussa ver-
rattuna LP6-rehuun sekd LB-rehussa verrattuna LP-rehuihin (P < 0,001).

6,4 1
6,2 1
6,0 -
5,8 1
5,6 1
5,4 -
5,2 A1
5,0 1
4,8 A
4,6
4,4 -
4,2 A
4,0
3,8 1 —"

3,6 1 1 1 1 1 1 |7 1 1 L=

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Aika sailénnasta, vrk
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-&-MH
LABE
=>&LP6
=¥=LP5
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Kuvio 3. Rehun happamuus (pH) minisiiloissa 1, 3 ja 21 vuorokautta sailonnan jalkeen.

Sailorehujen kemiallinen koostumus on esitetty taulukossa 4. Sokerin pitoisuus vaihteli
suuresti séilontaainekasittelyiden valilla (3,8 - 57,8 g/kg ka). MH-rehun sokeripitoisuus
oli pienempi verrattuna muihin rehuihin (P < 0,001), kuten myds PR-rehun sokeripitoi-
suus oli pienempi kuin ymppirehujen keskiméarin (P < 0,001). LABE-rehun sokeripi-
toisuus oli suurempi verrattuna muihin ymppirehuihin (P < 0,001). L. plantarumin eri
annostustasolla oli vaikutusta rehujen sokeripitoisuuteen. Suuremmalla annostustasolla
(LP6) oli sokeripitoisuus suurempi verrattuna pienempéaan annostustasoon (LP5) (P <
0,001). LB-rehussa oli sokeripitoisuus pienempi kuin LP5-rehussa (P < 0,001).



Taulukko 4. Séilérehun koostumus, g/kg ka ellei toisin mainittu

Sailontaaineet Tilastollinen merkitsevyys
SM e oW w e
PR MH LABE LP6 LP5 LB muﬁt ymbit muﬁt LPS LB'
ympit

Kuiva-aine, g/kg 208 216 213 209 207 208 0,9 falale Hhx
Tuhka 67,7 65,9 69,8 70,0 69,8 70,7 0,68 faleded ol
Raakavalkuainen 126 125 129 136 138 140 2,3 wx okl o
pH 3,77 3,69 3,70 3,69 3,71 3,78 0,006 kk Sk Kok *okk ek
NH,-N, g/kg N 89,3 254 44,7 30,1 46,0 65,9 1,50 R *kk Kk Kk
Sokeri 18,8 38 57,8 34,0 26,5 11,7 0,79 Kk ook ook ek Kok
Maitohappo 139 75 136 138 137 131 19 faiaia 0 0 *
Etikkahappo 26,7 41,8 47,8 17,0 14,6 27,4 0,95 falakel Fkk faid bl
Propionihappo 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,02 0,009 faie
Voihappo 0,22 0,28 1,55 0,30 0,16 0,26 0,053 bl falall Fkok
Isovoihappo 0,48 0,82 0,94 0,67 0,34 0,56 0,056 *x * falakel *k *
Etanoli 7,3 14,2 6,3 6,8 6,1 59 0,23 falakel ** *
VFA yhteensé 27,4 43,0 50,3 18,0 15,1 28,3 1,02 falakel Fkk * wHK
Maitohappo, % hapoista 83,6 63,6 73,0 88,5 90,0 82,3 0,66 Fxk Fkk * Hkk
Maitohappo/Etikkahappo 5,24 1,80 2,85 8,13 9,39 4,83 0,207 *kk *xk *kk *x —

Sokeri= vesiliukoiset hiilihydraatit, VFA= haihtuvat rasvahapot, PR= painorehu, MH= muurahaishappo (100 %:na 4 I/t), LABE= L. plantarum (DSM 11672) ja Pediococcus acidilactici (DSM 11673)
1x10° pmy/g seka pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasientsyymi, LP6= L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g, LP5= L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g ja LB= L. plantarum
(DSM 3676 ja 3677) ja L. buchneri (DSM 13573) 2x10° pmy/g. SEM= keskiarvon keskivirhe. MH vs muut= muurahaishapporehua verrattiin muihin rehuihin, PR vs ympit= painorehua verrattiin bio-
logisilla séilontdaineilla kasiteltyihin rehuihin (=ymppirehut), LABE vs muut ympit= maitohappobakteeri-entsyymiseos verrattuna muihin ymppirehuihin, LP6 vs LP5= Lactobacillus plantarum — an-
nostustason vaikutus, LP5 vs LB= Lactobacillus buchnerin lisdyksen vaikutus. ***= P < 0,001, **= P < 0,01, *= P < 0,05, 0= P <0,10.

L
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MH-rehun maitohappopitoisuus oli pienempi ja etikkahappopitoisuus suurempi verrat-
tuna muihin rehuihin (P < 0,001). LB-rehussa maitohappopitoisuus oli pienempi kuin
LP5-rehussa (P < 0,05). PR-rehun maitohappopitoisuus oli hieman suurempi kuin ymp-
pirehujen, samoin kuin LP6-rehussa verrattuna LP5-rehuun, mutta tulokset olivat suun-
taa-antavat (P < 0,10).

MH-rehun etikkahappopitoisuus oli suurempi kuin keskimaérin muissa rehuissa (P <
0,001) ja my6s LABE-rehun etikkahappopitoisuus oli suurempi kuin muissa ymppire-
huissa (P < 0,001). LP6-rehussa oli hieman enemman etikkahappoa kuin LP5-rehussa (P
< 0,01). LB-rehussa oli puolestaan etikkahappoa l&dhes kaksinkertainen mééra verrattuna
LP5-rehuun (P < 0,001).

Muiden haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet olivat numeerisesti pienet, mutta sailénté-
ainekésittelyiden vélilla oli merkitsevid eroja. MH-rehun propionihappopitoisuus oli
suurempi (0,11 g/kg) kuin muissa rehuissa (P < 0,001). Muissa rehuissa propionihappoa
ei ollut ollenkaan, lukuun ottamatta LB-rehua (0,02 g/kg ka). MH-rehussa oli voihappoa
vahemman kuin muissa rehuissa keskimaarin (P < 0,01), samoin kuin PR-rehussa oli
voihappoa véhemmaén kuin ymppirehuissa keskimaarin (P < 0,001). LABE-rehun voi-
hapon mé&éara oli suurempi kuin muiden ymppirehujen (P < 0,001). Isovoihappoa oli
MH-rehussa enemmaén kuin muissa rehuissa keskiméérin (P < 0,01), kuten myds LABE-
rehussa verrattuna muihin ymppirehuihin (P < 0,001). PR-rehussa isovoihapon pitoisuus
oli puolestaan hieman pienempi kuin muissa ymppirehuissa keskimadrin, samoin kuin
LP5-rehussa verrattuna LB-rehuun (P < 0,05). LP6-rehussa oli isovoihappoa enemmaén
kuin LP5-rehussa (P < 0,01).

MH-rehun maitohappo-etikkahapposuhdeluku oli pienempi kuin muissa rehuissa kes-
kiméérin (P < 0,001), samoin kuin PR-rehun maitohappo-etikkahapposuhdeluku oli
pienempi kuin ymppirehuissa keskimaarin (P < 0,001). LABE-rehun maitohappo-
etikkahapposuhdeluku oli pienempi kuin muissa ymppirehuissa (P < 0,001). Suurimmat
suhdeluvut olivat LP-rehuissa eri annostustasoilla, siten ettd LP6-rehussa maitohappo-
etikkahapposuhde oli hieman pienempi kuin LP5-rehussa (P < 0,01). Heterofermentatii-
vinen ymppi (LB-rehu) laski maitohappo-etikkahapposuhdetta verrattuna homofermen-

tatiiviseen ymppiin (LP5-rehuun) (P < 0,001).
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VFA:n kokonaismé&ara oli suurempi MH-rehussa kuin keskimarin muissa rehuissa,
kuten my6s LABE-rehussa verrattuna muihin ymppirehuihin (P < 0,001). Suuremmalla
L. plantarumin annostustasolla (LP6-rehu) oli myds VFA-pitoisuus suurempi kuin pie-
nemmalld annostustasolla (LP5-rehu) (P < 0,05). Myos L. buchneri-lisdys nosti rehun
VFA-pitoisuutta verrattuna LP5-rehuun (P < 0,001).

Rehujen ammoniumtypen osuus kokonaistypestd vaihteli 25,4 ja 89,3 g/kg N vélilla.
PR-rehussa oli ammoniumtypen maarad huomattavasti suurempi kuin ymppirehuissa,
kun taas MH-rehussa oli vdhemman ammoniumtyppeé verrattuna kaikkiin muihin re-
huihin (P < 0,001). L. plantarumin annostustasolla oli vaikutusta ammoniumtypen méaé-
raan. Suuremmalla annostustasolla (LP6-rehu) oli ammoniumtypped véhemmén kuin
pienemmalld annostustasolla (LP5-rehu) (P < 0,001). LB-rehun ammoniumtypen pitoi-
suus oli puolestaan suurempi kuin LP5-rehussa (P < 0,001).

3.3 Aerobinen stabiilisuus

Lampotilamittauksen lopetuksen jalkeen styroxlaatikot avattiin, jolloin havaittiin aistin-
varaisesti MH-rehujen olevan edelleen hyvin séilyneitd. Niissé ei havaittu hometta ja
korret olivat erotettavissa. Kaikki muut rehut olivat téysin pilaantuneita. Niissa oli ero-
tettavissa harmaata homekasvustoa, rehumassa oli kauttaaltaan mustaa ja mérkaa ja kor-
sien rakenne oli hajoamassa. Rehujen aerobinen stabiilisuus mitattiin laskemalla rehun
ja kasvatuskaapin lampotilan (20 °C) erotus ajan suhteen siten, ettd kun rehun lampétila
nousi yli 2 °C verrattuna kasvatuskaapin l&mpdtilaan, todettiin rehu aerobisesti epésta-
biiliksi.

Taulukossa 2 on esitetty jokaiselle rehulle ajankohta, jolloin rehun lampdtilan ja kaapin
lampatilan valinen ero saavutti 2 °C. Siilojen avauksen jalkeen kaikki rehut pysyivat
vahintdan kaksi vuorokautta stabiileina. Muurahaishapporehu pysyi aerobisesti stabiili-
na koko lampotilan mittauksen ajan (P < 0,001). PR- ja LABE-rehut olivat aerobisesti
stabiileita noin kolme vuorokautta, LP5-rehu hieman yli nelja vuorokautta ja LB-rehu
seitseman vuorokauden ajan. LP6-rehu oli aerobiselta stabiilisuudeltaan heikoin. Rehu-
massa lampesi jo kaksi vuorokautta siilojen avauksen jalkeen. Muiden kuin MH-rehun
osalta aerobisen stabiilisuuden tulokset eivét kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitsevié.
Rehujen aerobinen stabiilisuus siilojen avaamisen jalkeen on esitetty kuviossa 5 kumu-

latiivisena summana ajan (vrk) suhteen. MH-rehun lampétilasumma oli huomattavasti
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pienempi, vain 3,3 °C (P < 0,01) verrattuna kaikkien muiden rehujen lampotilasummiin,
jotka vaihtelivat 18,0 — 54,3 °C:een vélilla. LABE-rehun lampétilasumma (18 °C) oli
pienempi verrattuna muiden ymppirehujen lampétilasummiin (30,4 — 54,3 °C) (P <
0,05).

——PR
—8—MH
—#—LABE
—=LP6
—%=—LP5
—o—LB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Aika siilon avaamisesta, vrk

Kuvio 4. Rehujen aerobinen stabiilisuus laboratoriosiilojen avaamisen jalkeen. Lampe-
neminen on esitetty kumulatiivisena summana ajan suhteen, jossa rehun lampdtilasta on
vahennetty kasvatuskaapin lampdtila (+20 °C). Summa laskettiin paivan lampdétilamit-

tausten keskiarvona.
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4. Tulosten tarkastelu

4.1 Raaka-aine

Sailorehun sailonnén onnistumisen kannalta raaka-aineen tarkeimmét ominaisuudet ovat
sokeripitoisuus, kuiva-ainepitoisuus ja puskurikapasiteetti. Tassa tutkimuksessa timotei-
nurminatakasvuston sokeripitoisuus oli suuri, 196 g/kg ka, vaikka tyypillisesti Suomen
oloissa viljeltavat nurmikasvit siséltdvat melko vahan sokeria verrattuna esimerkiksi
muualla yleisesti viljeltyyn raiheind&n. Nurmisadon sokeripitoisuutta on erittdin vaikeaa
ennustaa ja se voi vaihdella suuresti riippuen esimerkiksi kasvukauden vaiheesta, olo-
suhteista ja lannoituksesta. Hyvin suuria sokeripitoisuuksia voi esiintyd aurinkoisella ja
kuivalla saalla, jolloin kuivuus rajoittaa kasvin sokerien kaytt6d. Sokeripitoisuus voi
vaihdella lajikkeittain myos paivén aikana, jolloin illalla sokeripitoisuus on yleensé kor-
keampi koko péivén yhteyttdmisen jalkeen kuin aamulla (Fisher ym. 1999, Huntington
ja Burns 2007, Downing ym. 2008).

Taman kokeen koerehujen raaka-aineen niiton ja korjuun aikana s&édolosuhteet olivat
normaalit ja lohko, jolta koerehut saatiin, toimi tarkennetun typpilannoituksen néayteloh-
kona. Tarkennettu lannoitus mahdollistaa peruslannoitustasoja suuremmat lannoitus-
madrét, jolla voidaan maksimoida korjattavan sadon méaara (Sipila 2006). Typpilannoi-
tuksen lisaédminen yleensé laskee kasvuston sokeripitoisuutta (Keady ym. 2000). Koska
tassd kokeessa koerehut korjattiin aamupdivan aikana ja lohkon typpilannoitus oli tar-

kennetulla tasolla (98 kg N), ovat raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden syyt epaselvié.

Timotei-nurminatakasvuston sokeripitoisuus on vaihdellut kotimaisissa sailontakokeissa
valilla 65 — 158 g/kg ka (Blomqvist 2010). Euroopan elintarviketurvallisuusviranomai-
sen (EFSA 2006) mukaan sokeripitoisuuden ollessa alle 15 g/kg tuoreesta kasvimateri-
aalista kuuluu se vaikeasti sailottavaan luokkaan. Kun sokeripitoisuus on 15 - 30 g/kg,
kuuluu kasvi kohtalaisen vaikeasti sailottaviin ja kun sokeripitoisuus on yli 30 g/kg, on
kasvi helposti sdilottava. Tassa tutkimuksessa suuren sokeripitoisuuden (41 g/kg) ansi-
osta kuului kasvimateriaali helposti séilottavaan luokkaan. Sailonnan perustuessa mai-
tohappobakteerien fermentaatioon on kasvimateriaalin riittdva sokeripitoisuus tarkeaa
sdilonnén onnistumisen kannalta. Kasvimateriaalin kuiva-ainepitoisuuden ollessa noin
200 g/kg, on sokeripitoisuuden oltava vélilla 125 — 150 g/kg ka riittdvan maitohappopi-

toisuuden tuottamiseksi ja siten tarpeeksi alhaisen pH:n saavuttamiseksi (Pettersson ja
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Lindgren 1990, Jaakkola 1992). Todenndkdisesti raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden
ansiosta tassa tutkimuksessa painorehun epifyyttisen maitohappobakteeriflooran seké
biologisten séilontdaineiden teho oli hyva ja sai aikaan suuren maitohappopitoisuuden
muodostumisen, jolloin pH laski kaikissa rehuissa hyvin alas, noin 3,7:44n. Suomessa
yleisesti ongelmana on ollut raaka-aineen pieni sokeripitoisuus, jolloin biologisten sai-
Iont4aineiden toimintavarmuus ei ole ollut hyva. Sdilérehun esikuivauksella saadaan
kuiva-ainepitoisuutta nostettua ja tata4 kautta myds biologisten sdilontdaineiden tehoa
parannettua (McDonald ym. 1991).

Sailorehun raakavalkuaispitoisuuteen vaikuttavat nurmen korjuuaste, kasvilaji ja typpi-
lannoitus. Tyypillisesti aikaisen korjuun nurmiheindkasvuston raakavalkuaispitoisuus
on noin 170 g/kg ka (Artturi-verkkopalvelu). T&ssa tutkimuksessa raakavalkuaispitoi-
suus oli kuitenkin vain 133 g/kg ka, vaikka typpilannoituksen taso oli noin 100 kg/ha.
Raaka-aineen D-arvo oli korjuuhetkelld 711 g/kg ka, joka vastasi tavoitearvoa hyvin. D-
arvoon vaikuttavat nurmen korjuuaste, kasvilaji ja sddolot (Artturi-verkkopalvelu). Raa-
ka-aineen puskurikapasiteetti oli melko suuri, 559 mekv/kg ka. Yleisesti nurmi-
heindkasvien puskurikapasiteetti on 300 — 500 mekv/kg ka ja nurmipalkokasvien jopa
yli 600 mekv/kg ka (McDonald ym. 1991). Puskurikapasiteettiin vaikuttaa kasvin kas-
vuaste, eli mitd nuorempana kasvi korjataan, sen suurempi on sen puskurikapasiteetti.
Fermentaatiokerroin oli myds suuri (52), johon osaltaan vaikutti raaka-aineen suuri so-
keripitoisuus. Kuiva-aine- ja sokeripitoisuuden sek& puskurikapasiteetin vaikutus rehun
séilottavyyteen voidaan arvioidan fermentaatiokertoimen avulla. Pahlowin (2002) mu-
kaan alle 45 fermentaatiokertoimella klostridien aiheuttaman virhekdymisen mahdolli-

suus lisdéntyy séilonnan aikana.

4.2 Sailorehut

4.2.1 Sdildrehujen yleinen laatu

Tuorepainotappiot olivat kaikissa rehuissa pienet, alle 1 %. Muurahaishapporehussa oli
hieman suurempi tuorepainotappio kuin muissa rehuissa keskimaarin, joka todennakoi-
sesti johtui suuresta kaasunmuodostuksesta sailonnan aikana. My6s LP5-rehussa oli
hieman suurempi tuorepainotappio kuin LP6-rehussa. Mahdollinen selittava tekija voi
olla LP5-rehun suurempi kaasunmuodostus sdilonnan aikana tai epifyyttisten heterofer-

mentatiivisten maitohappobakteerien toiminta, josta aiheutuu suurempaa painohavikkia
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esimerkiksi hiilidioksidin  muodostumisen johdosta. Laboratoriosiilojen kuiva-
ainetappioiden osalta saadut tulokset (laskennallisesti negatiiviset tappiot) osoittavat
tappiomaaritysten ongelmallisuuden pienissé siiloissa. Ongelma liittyy ilmeisesti kuiva-

aineméaritykseen ja erityisesti kuiva-ainekorjaukseen.

Rehujen kuiva-ainepitoisuus oli suhteellisen pieni, 207 — 216 g/kg. Muurahaishapolla
séilotyn rehun kuiva-ainepitoisuus oli hieman suurempi kuin muiden rehujen, samoin
kuin maitohappobakteerientsyymiseosrehun verrattaessa sitd muihin ymppirehuihin.
My0s Vanhatalon ym. (1992) tutkimuksessa muurahaishapporehussa oli suurempi kui-

va-ainepitoisuus verrattuna painorehuun, entsyymikasiteltyyn ja happoseosrehuun.

Rehun kuiva-ainepitoisuuden perusteella on saavutettava tietty happamuus, jotta voi-
daan ehkaista haitallisten mikrobien kasvu. Esimerkiksi hyvélaatuisen sailérehun pH voi
vaihdella 3,8:sta kuiva-aineen ollessa 150 g/kg, aina 5,0 — 5,5:een, kun kuiva-aine on
300 — 400 g/kg (Thomas ja Fisher 1991, ref. Merry ym. 2000). Toisaalta suomalaisten
séilonnan laatukriteerien mukaan kuiva-aineen ollessa korkeintaan 275 g/kg, tulisi pH:n
olla alle 4,2 (MTT 2008). Mikéli kuiva-ainepitoisuus on 450 g/kg, on pH:n oltava alle
4,9. Kaikkien rehujen pH laski sailonnéan aikana hyvin alas, joka todenndkdisesti johtui
raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden tarjoamasta energianlahteestd maitohappobaktee-

rien toiminnalle.

Yleenséd muurahaishappo laskee sdilotyn rehun pH:n alemmaksi verrattuna biologisiin
séilontaaineisiin, kun raaka-aineessa on pieni sokeripitoisuus. Jos sokeripitoisuus on
suuri, saadaan biologisilla sdilontdaineilla rehun pH laskemaan yleensa alemmas kuin
muurahaishapolla séilottédessa (Davies ym. 1998). My0s muurahaishapon annostustaso
vaikuttaa rehun pH-lukuun (Kung ym. 2003). T&ssé tutkimuksessa kuitenkin suuresta
sokeripitoisuudesta huolimatta saatiin muurahaishapolla alin pH verrattuna muihin re-
huihin. Ymppirehujen pH oli keskimé&arin alhaisempi kuin painorehussa. Kuitenkin ver-
rattaessa numeerisia eroja, voidaan havaita, ettd homofermentatiivisilla maitohappobak-
teerilla séilottyjen rehujen pH laski alemmas kuin painorehussa, kun taas homo- ja hete-
rofermentatiivisten maitohappobakteerien seoksella sailotyn rehun pH jai hieman kor-
keammaksi kuin painorehussa. Vastaavia tuloksia ovat mm. Davies ym. (2005) saaneet
tutkiessaan pienen kuiva-aine- (200 g/kg) ja suuren sokeripitoisuuden (267 - 287 g/kg

ka) omaavan raiheinén sailomista vastaavanlaisilla maitohappobakteerikasittelyilla.
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Voimakas maitohappokayminen on tyypillistd marissé rehuissa, joissa on suuri sokeripi-
toisuus. Talloin maitohappobakteerit ovat erittéin aktiivisia tuottaen paljon maitohappoa
ja erittéin alhaisen pH:n (McDonald ym. 1991). Maitohappoa muodostui vahemman
muurahaishapolla sdilotyssé rehussa kuin painorehussa, joka johtui hapon kdymisté ra-
joittavasta vaikutuksesta. Saman ovat havainneet mm. Vanhatalo ym. (1992). Mérissé
rehuissa on myos tavallisesti enemmaén etikkahappoa ja voihappoa kuin esikuivatuissa
rehuissa (McDonald ym. 1991).

Pitkélle maitohappokéyneet rehut voivat olla alttiita pilaantumiselle siilojen avaamisen
jalkeen, koska maito- ja etikkahappo seké& sokerit ovat sailérehun pilaantumisen aiheut-
tavien mikro-organismien pééasiallisia energianlahteitd (McDonald ym. 1991). Pilaan-
tuminen nakyy rehun lampenemisend, jota havaittiinkin kaikissa muissa rehuissa lukuun
ottamatta muurahaishapporehua. Aerobisen stabiilisuuden heikkeneminen biologisilla
sdilontaaineilla kasitellyissa rehuissa voi johtua siitd, ettd jotkut maitohappobakteerit
pystyvét heksoosien puutteessa tuottamaan maitohaposta energiaa anaerobisissa olosuh-
teissa, kun sitruunahappo toimii elektronin vastaanottajana (Lindgren ym. 1990). Tulok-
sena syntyy etikka- ja muurahaishappoa, jolloin pH nousee mahdollistaen haitallisten
mikrobien aktivaation. Toisaalta on myds todettu, ettd rehun suuri sokeri- ja maitohap-
popitoisuus voivat toimia energianldhteind hiivojen ja homeiden kasvulle johtaen aero-

bisen stabiilisuuden heikkenemiseen (Yan ym. 1996, Yan ym. 1998).

4.2.2 Painorehu

Hyvalaatuisessa painorehussa luonnollista fermentaatiota dominoivat maitohappobak-
teerit, kun taas huonolaatuisessa painorehussa ovat enterobakteerit tai klostridit enem-
mistond. Yleensd hyvalaatuisen painorehun raaka-aine siséltéda paljon sokeria ja liséksi
kasvimateriaalissa on suotuisa epifyyttinen maitohappobakteerikanta. Painorehun koos-
tumukseen ja siten ravitsemukselliseen arvoon vaikuttaa kuiva-ainepitoisuus. Tdssa tut-
kimuksessa rehun kuiva-ainepitoisuus oli noin 210 g/kg, joka on esikuivattua rehua ma-

rempaa.

Raaka-aineen sokeripitoisuus oli hyvin suuri, jolloin tyypillisesti tallaisessa rehussa on
pH alhainen ja maitohappoa paljon. Sokeria oli kdymisen jalkeen vahan rehussa jaljella

(18,8 g/kg ka). Vaikka maitohappo on padsaantdinen fermentaation lopputuote painore-
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hussa, voi huomattavia maarid etikkahappoa muodostua. Etikkahappoa ei kuitenkaan
esiintynyt painorehussa niin paljon, ettd se olisi heikentényt laatuarviota.

Heti niiton jalkeen ja erityisesti esikuivauksen aikana rehussa voi proteolyysin méara
lisdantya (Woolford 1984, Muck 1987), jota on mahdollisesti tapahtunut painorehussa
sen suuren ammoniumtypen pitoisuuden (89,3 g/kg N) perusteella. Ammoniumtypen
suuren pitoisuuden osalta ei painorehu tayttanyt laatuvaatimuksia raja-arvon ollessa 80
g/kg N (MTT 2008). Proteolyyttinen aktiivisuus jatkuu sdilonnan aikana kasvin omien
proteaasi-entsyymien vapautumisen johdosta niin kauan, kunnes pH on saavuttanut ta-
son (yleensd pH 4), jossa suurin osa kasvien proteaaseista inhiboituu (Reid 1994). Ylei-
sesti proteiinien hajoaminen on kiihkeintd sailonnén ensimmaisend paivang, jonka jal-
keen se vdhenee nopeasti pH:n laskun mukana (Muck ja Pitt 1993 ref. Marita ym.
2010). Té&ssa tutkimuksessa painorehun happamuus saavutti pH 4:n kolmessa péivassa,
joten proteolyysia todenndkdisesti ehti tapahtua.

Toisaalta on esitetty, ettd rehun ammoniumtypen pitoisuuden perusteella ei suoraan voi-
da selittdd rehun todellista proteiinien hajoamisen astetta, vaan ammoniumtypen pitoi-
suus kertoo edelleen jatkuneesta aminohappojen deaminaatiosta (Heron ym. 1986).
Rooken ja Hatfieldin (2003) mukaan kasvin entsyymien aiheuttaman proteolyysin lop-
putuotteena muodostuu vapaita aminohappoja ja peptidejd, ja ammoniakki ja amiinit
muodostuvat mikrobisen toiminnan tuloksena. Kasvin niiton jalkeen proteiinit hajoavat
sekd kasvin proteaasien ettd mikrobien toimesta, ja suurin osa muodostuneesta ei-
proteiinitypestd (NPN) on aminohappoina ja ammoniumtyppend. Kummankin osuus on
riippuvainen edelleen tapahtuvasta aminohappojen hajotuksesta. On havaittu, etta jotkin
aminohapot hajoavat eriasteisesti kun taas erdiden aminohappojen méaaré voi lisdantya
(McDonald ym. 1991). Intensiivista proteolyysia voi tapahtua ilman merkittavaa am-
moniumtypen konsentraation lisaantymistd (McDonald ym. 1991). Proteolyysin aste
riippuu kasvilajista, kuiva-ainepitoisuudesta, pH:sta ja lampotilasta (McDonald ym.
1991, Rooke ja Hatfield 2003).

4.2.3 Muurahaishapporehu

Muurahaishapporehun séilonnéllinen laatu oli hyvé alhaisen pH:n, véhdisen ammoni-

umtyppi pitoisuuden sek& pienen voihapon mééran perusteella. Kuitenkin etikkahappo-

pitoisuuden perusteella rehun laatu oli tyydyttdvda MTT:n (2008) laatukriteerien mu-
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kaan. Etanolipitoisuus oli my6s suuri (14,2 g/kg ka). Rehuun lisatty muurahaishappo
todennékdisesti inhiboi aluksi maitohappobakteereita ja rajoitti siten maitohappokay-
mistd, mutta ei mikrobeja, jotka tuottavat etikkahappoa ja etanolia. Maitohapon pitoi-
suus oli kuitenkin happoséilotylle sailorehulle asetettujen tavoitearvojen (35 — 60 g/kg
ka, Artturi-verkkopalvelu) ylapuolella (75 g/kg ka). Tama voi johtua raaka-aineen suu-
resta sokeripitoisuudesta, jolloin epifyyttiset maitohappobakteerit olivat aktiivisia tuot-

taen maitohappoa séilonnén aikana.

Jaénnossokerin pitoisuus oli MH-rehussa erittain pieni ja etikkahapon sek& etanolin pi-
toisuus puolestaan suuri, joten rehussa voidaan olettaa tapahtuneen etanolikdymista to-
denndkdisesti hiivojen toimesta. Tdm& on mahdollista, koska sailonnan aikana saavutet-
tu rehun alhainen pH ei vélttdméatta estd hiivojen kasvua (McDonald ym. 1991). Anae-
robiset ja happamat olosuhteet ovat hiivojen kannalta yleensé epésuotuisat. Lyhytketjui-
set orgaaniset hapot, kuten propioni- ja etikkahappo, inhiboivat hiivojen kasvua alhai-
sessa pH:ssa (Moon 1983). Dissosioitumattomat happomolekyylit kulkeutuvat hii-
vasoluun passiivisen diffuusion kautta ja niiden dissosioituminen vapauttaa vetyioneja.
Tama alentaa hiivasolun siséistd pH:ta tasolle, jossa solu kuolee, ellei ioneja tyonneté
ulos solusta aktiivisen kuljetuksen kautta, joka vaatii energiaa. Anaerobisissa oloissa
tdmé energia saadaan rehussa olevien sokereiden hajotuksesta (McDonald ym. 1991) ja
siten rehun runsas sokerin maarad mahdollisti hiivojen aktiivisen toiminnan s&ilonnan

aikana.

Edellista johtopaatosta tukee myos se, ettd muurahaishapporehussa kdymisen jalkeen oli
sokeria erittain vahan jaljelld, joka johtunee niin maitohappobakteerien kuin epétoivot-
tujen mikrobienkin aktiivisesta toiminnasta. Muurahaishapon on myos todettu joissain
tapauksissa stimuloivan hiivojen kasvua, joka voi ndkyéd vahentyneend maito- ja etikka-
hapon mé&arind (Henderson ym. 1972) sek& suurena etanolipitoisuutena (Kung ym.
2003a). Muurahaishapporehun suuri etikkahappopitoisuus saattoi johtua aktiivisesta
epifyyttisten heterofermentatiivisten maitohappobakteerien toiminnasta. Etikkahappo on
perdisin paasaantoisesti heterofermentatiivisten maitohappobakteerien seka enterobak-
teerien sokerien hajotuksesta, vaikka jonkun verran voi my6s muodostua sitraatista,
malaatista ja aminohappojen hajotuksesta (McDonald ym. 1991). Sailénnan aikana MH-
rehuun muodostui myds runsaasti hiilidioksidia, joka saattoi johtua heterofermentatii-
visten maitohappobakteerien sekd hiivojen aktiivisesta toiminnasta. K&ytdnndssa hiivat

kayttivat sokerin lahes kokonaan hyvékseen, jolloin siilojen avaamisen jalkeen ei muille
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haitallisille mikrobeille ollut energianlahdettd kaytettévissa. Siksi muurahaishapporehu
pysyi aerobisesti stabiilina pisimpaan verrattuna muihin rehuihin. My6s séiléonnan aika-
na muodostunut etikkahappo saattoi omalta osaltaan inhiboida haitallisten mikrobien

toimintaa ehkaisten rehun pilaantumista.

4.2.4 Entsyymilisan vaikutus sdilontélaatuun

Entsyymilisalla pyritddn yleensd varmistamaan pienen sokeripitoisuuden rehuissa riitta-
va substraatin saanti maitohappobakteereille. Monissa tutkimuksissa on havaittu ent-
syymilisalla olevan suurempi hyoty sailérehuissa, joiden sokeripitoisuus on pieni, kuin
rehuissa, joissa on suuri sokeripitoisuus (Rauramaa ym. 1987, Jaakkola 1990, Jaakkola
ym. 1991). Td&ma johtuu siitd, ettd suuren sokeripitoisuuden rehuissa on tarpeeksi soke-
ria tehokkaaseen fermentaatioon, eikd entsyymien hajottamista sokereista ole hyotya
kédymisen kannalta. Jotta maitohappobakteerit k&yttdisivat selluloosan hydrolyysista
vapautuneen sokerin hyodykseen, on sokerien saatavuus oltava maitohappobakteerien
kasvuvauhdin kanssa yhdenmukainen (Kung ym. 1991).

Tassé tutkimuksessa raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden takia ei entsyymeisté ollut
ldhtokohtaisesti suurta hyotya rehussa, vaan niiden johdosta rehuun kertyi runsaasti
jaannossokeria. Jaannossokeria voi muodostua myos entsyymiaktiivisuuden jatkuessa
alhaisessa pH:ssa (Rauramaa ym. 1987, Selmer-Olsen 1994). Joissakin tilanteissa jaan-
nossokeria voi muodostua rehuun, jos rehun epifyyttiset maitohappobakteerit ovat ra-
joittava tekija fermentaatiossa, kun entsyymit on lisatty rehuun yksindan (Selmer-Olsen
1994). Tasta ei kuitenkaan todenndkdisesti ollut kyse, koska rehuun liséttiin entsyymien

kanssa samanaikaisesti L. plantarum- ja Pediococcus acidilactici -maitohappobakteerit.

Sailontdaineeseen lisdttyjen entsyymien keskindisen suhteen perusteella lopputuotteena
syntyy erilaisia maarid heksooseja ja pentooseja. Jos entsyymien avulla hajotettujen
solunsein&hiilihydraattien paéasiallinen lopputuote on pentoosi, kuten ksyloosi, hyddyt-
taé se eniten bakteereita, jotka pystyvat fermentoimaan pentooseja. Obligaattisesti ho-
mofermentatiiviset maitohappobakteerit, kuten L. plantarum, eivat siihen pysty, mutta
esimerkiksi Enterococcus- ja Pediococcus-suvut pystyvét hajottamaan pentooseja

(McDonald ym. 1991). Jos pentoosien fermentaatio ja4 vajaaksi bakteerien toimesta,

nakyy se sdilorehun suurempana jaddnnossokerin maaréana.
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Jaannossokerilla voi olla seka positiivisia ettd negatiivisia vaikutuksia rehun laatuun. Se
voi stimuloida potsin mikrobistoa ja lisata siten kuiva-aineen syontid (Bolsen ym.
1995). Rehussa oleva ylimaaréainen sokeri voi kuitenkin toimia myods substraattina hai-
tallisille mikrobeille, kuten hiivoille, enterobakteereille ja klostrideille (Selmer-Olsen
1994).

Haitalliset mikrobit tuottavat rehuun etikkahappoa, voihappoa ja isovoihappoa, jotka
heikentdvat rehun laatua. Edelld mainittuja happoja oli LABE-rehussa enemman kuin
muissa ymppirehuissa keskiméarin. Etikkahapon maaré oli 10,2 g/kg tuoreessa rehussa,
joka ei tayta tyydyttavan rehun laadun kriteereja (MTT 2008). Maitohappobakteerien ja
entsyymien seoksella kasitelty rehu oli siis etikkahapon pitoisuuden perusteella laadul-
taan heikkoa. Etikkahappoa voi syntyd rehuun myos maitohappobakteerien pentoosien
heterofermentatiivisen hajotuksen lopputuotteena, jos entsyymiseoksessa ksylanaasin
aktiivisuus on voimakkaampaa kuin sellulaasin (Selmer-Olsen 1994). Vaikka LABE-
rehun voihapon pitoisuus (0,33 g/kg) oli suurempi kuin muiden ymppirehujen, ei se
ylittanyt MTT (2008) laatukriteerien mukaista voihapon maksimiraja-arvoa (1,0 g/kg).

4.2.5 Maitohappobakteerien annostustason vaikutus

Kasveissa esiintyy runsaasti erilaisia epifyyttisia mikrobeja. Vaikka kasveissa epifyyt-
tisten maitohappobakteerien madrat ovat melko pienid, voi bakteeripopulaatio kasvaa
1x10° pmy/g séilonnén aikana. Tdméan takia suositellaan k&yttdméan homofermentatii-
visia maitohappobakteereita vahintdédn 1x10° pmy/g annostustasolla, mutta mieluummin
1x10® pmy/g tuoretta rehua (McDonald ym. 1991). Useissa tutkimuksissa on laborato-
riomittakaavan kokeissa kéytetty eri materiaaleista tehdyisséa séilorehuissa L. plantaru-
mia 1x10°% pmy/g annostustasolla, jolla on saatu pé&asdantoisesti hyvia sailontatuloksia
(Rooke ja Kafilzadeh 1994, Saarisalo ym. 2006a, Lorenzo ja O’Kiely 2008, Zhang ym.
2009, Filya ja Sucu 2010), mutta myds 1x10° pmy/g tasolla on paésty hyviin sailontéatu-
loksiin (Cai ym. 1999, Filya ym. 2006). Heron ym. (1988) tutkivat raihein&n (kuiva-aine
153 g/kg ja sokeripitoisuus 180 g/kg ka) séailonnallista laatua kolmella eri kaupallisen
sailontaaineen (L. plantarum ja Pediococcus acidilactici) annostustasolla, 1x10*, 1x10¢
ja 1x10® pmy/g. He havaitsivat, etta rehun sailonnallisen laadun kannalta ei ollut hybtya
ylittad 1x10° -annostustasoa, mutta toisaalta 1x10* pmy/g ei riittanyt dominoimaan

k&ymisprosessia.
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Téassa tutkimuksessa Lactobacillus plantarumin molemmilla annostustasoilla (1x10°
pmy/g ja 1x10° pmy/g) saatiin laadultaan hyvéa rehua. Voimakkaasta maitohappokay-
misestd huolimatta molempien rehujen jadnnossokerin maara oli tavallista suurempi.
Tama johtui todennakdisesti raaka-aineen runsaasta sokeripitoisuudesta ja liséksi re-
huissa on saattanut tapahtua runsaan maitohappopitoisuuden johdosta hemiselluloosan
happohydrolyysié tuottaen lisaa sokeria rehuun (Rooke ja Hatfield 2003). Molempien
rehujen maitohappo-etikkahappo-suhdeluku oli melko suuri, viitaten homofermentatii-

viseen maitohappokaymiseen.

Y leisesti on todettu, ettd homofermentatiivisilla maitohappobakteereilla, kuten L. plan-
tarumilla, ei ole aerobista stabiilisuutta parantavia vaikutuksia (Cai ym. 1999, Conaghan
ym. 2010). Tdm& voi johtua homofermentatiivisten maitohappobakteerien tuottamasta
maitohaposta, joka on aerobisissa oloissa erdiden hiivojen kayttdama substraatti (Wohlt
1989). Kummallakaan annostustasolla ei ollut parantavaa vaikutusta rehun aerobiseen
stabiilisuuteen painorehuun verrattuna. Aerobinen stabiilisuus oli kuitenkin vield hei-
kompi L. plantarumin suuremmalla annostustasolla kuin pienemmalla annostustasolla.
LP5-rehussa saattoi olla jonkin verran epifyyttisten heterofermentatiivisten maitohap-
pobakteerien toimintaa, joka piti rehun aerobisesti stabiilina hieman pidempédan kuin
LP6-rehun. Rehut lampenivét eniten verrattuna kaikkiin muihin koerehuihin, joka saat-
toi johtua rehuissa dominoivista homofermentatiivisista maitohappobakteereista ja pie-
nesta etikkahappopitoisuudesta, joka mahdollisti haitallisten mikrobien toiminnan ha-
pelle altistuneessa rehussa. Mahdollisten epifyyttisten heterofermentativiisten maito-
happobakteerien toiminnasta LP5-rehussa saattoi johtua my6s rehun hieman suurempi

pH ja ammoniumtypen pitoisuus verrattuna LP6-rehuun.

4.2.6 Lactobacillus buchnerin lisdys

LB-rehu oli séilonnalliseltd laadultaan hyvadd. Kun sdildrehuun lisatdan sailontaaine,
joka siséltad sekd homofermentatiivisia ettd heterofermentatiivisia maitohappobakteerei-
ta, on tarkoituksena aluksi laskea rehun pH nopeasti homofermentatiivisten maitohap-
pobakteerien avulla ja rehun avauksen yhteydessa parantaa aerobista stabiilisuutta hete-
rofermentatiivisella maitohappobakteerilla. Heterofermentatiivisen ympin lisdys nosti
hiukan rehun pH:ta sekd pienensi maitohappo-etikkahappo-suhdelukua verrattuna ho-

mofermentatiiviseen ymppiin (LP5-rehuun). Tama on tyypillist4 heterofermentatiivisia



40

maitohappobakteereita kaytettdessd, jonka on havainnut myos Kleinschmit ja Kung
(2006) tekeméssadn meta-analyysissa 43 séilontakokeesta. Maitohapon maaré oli siis
pienempi ja etikkahapon maara suurempi verrattuna LP5-rehuun, joka kertoo rehussa
tapahtuneesta heterofermentatiivisesta kaymisestd. Maissi- ja nurmiséilérehussa voi
tapahtua my6s spontaania anaerobista maitohapon hajoamista epifyyttisten L. buchneri-
maitohappobakteerien toimesta (Driehuis ym. 1999, Driehuis ym. 2001).

Muck (1996) esitteli ensimmaéisend L. buchnerin lisdykselld olevan aerobista stabiili-
suutta parantavia vaikutuksia. Tassd tutkimuksessa vertailtaessa numeerisia eroja, hete-
rofermentatiivinen L. buchneri paransi sdilorehun aerobista stabiilisuutta verrattaessa
LP5-rehuun, joka oli sdilotty homofermentatiivisella maitohappobakteerilla (ero ei mer-
kitsevd). Samanlaisia tuloksia on saatu useista muista tutkimuksista (Kung ja Ranjit
2001, Kung ym. 2003b, Wrobel 2008, Tabacco ym. 2011). Aerobisen stabiilisuuden
parantuminen johtui todennédkoisesti L. buchnerin kyvystd muuttaa osa maitohaposta
etikkahapoksi ja 1,2-propaanidioliksi (Driehuis ym. 1999, Oude Elferink ym. 2001).
1,2-propaanidioli on joko itsessdén lopputuote tai se muutetaan propionihapoksi ja 1-
propanoliksi (Driehuis ym. 1999, Driehuis ym. 2001), joilla on antimykoottinen vaiku-
tus (Moon 1983). Nyt tehdyssa tutkimuksessa L. buchneri- lisdyksella havaittiin rehussa

muodostuneen erittdin vah&n propionihappoa (0,02 g/kg ka).

Sokereiden heterofermentatiivisen hajotuksen yhteydessé saattaa esiintyd 5 - 24 %:n
kuiva-ainehdvikkid (Holzer ym. 2003). Tdassé tutkimuksessa LB-rehun Kkuiva-
ainehavikki oli noin 7,5 % (ilman haihtuvien aineiden korjausta). Kuiva-aineen havikki
johtuu etikkahapon ja 1,2-propaanidiolin muodostumisen yhteydessé syntyneesta hiili-
dioksidista. Kuiva-ainehdvikki lisddntyy L. buchnerin annostustason noustessa yli 1x10°
pmy/g ja séilontjakson pidentyessd (Driehuis ym. 1999). Mahdollisia kuiva-
ainehévikkeja voidaan kuitenkin ehkéistd alentamalla L. buchnerin annostustasoa vai-
kuttamatta sen aerobista stabiilisuutta parantavaan vaikutukseen (Driehuis ym. 1999,
Driehuis ym. 2001). Fermentaatioprosesseista, esimerkiksi L. buchnerin metaboliasta,
johtuva kuiva-ainehdvikki on kuitenkin yleensa vahemman merkittdva suhteessa rehun
aerobisen pilaantumisen johdosta aiheutuneeseen havikkiin (McDonald ym. 1991, Drie-
huis ym. 1999, Kleinschmit ja Kung 2006).

Joissakin tutkimuksissa etikkahappopitoisuus on korreloinut negatiivisesti séilérehun

syonnin kanssa (Wilkins ym. 1971, Rook ja Gill 1990), mutta monissa tutkimuksissa L.
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buchnerin tuottamalla etikkahapolla ei ole todettu olevan vaikutusta syontiin (Ranjit
ym. 2002, Kung ym. 2003b) tai L. buchneri-lisdys on vaikuttanut jopa lisdavasti syon-
tiin (Keles ja Demirci 2011) verrattuna painorehuun. Kuten maitohapon, myos etikka- ja
propionihapon merkitykseen vahentyneen rehun syénnin yhteydessa vaikuttaa Weissin
ym. (2003) mukaan rehun pH, joka m&&rdd vapaiden happojen suhteellisen mééran re-

hussa.
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5. Yhteenveto ja johtopaatokset

Tutkimuksen tarkoituksena oli testata eri maitohappobakteerien ja homofermentatiivis-
ten maitohappobakteerien annostustason vaikutusta séilérehun kdymislaatuun ja aerobi-
seen stabiilisuuteen. Biologisilla sailontéaineilla sailottyjen rehujen laatua verrattiin

kontrolleina toimiviin painorehuun ja muurahaishapolla tehtyyn rehuun.

Tutkimuksen koerehut tehtiin Helsingin Yliopiston Maataloustieteiden laitoksella
7.6.2010. Kolmannen vuoden timotei (Phleum pratense) - nurminata (Festuca praten-
sis) kasvusto korjattiin tahkimisen alkuvaiheessa D-arvon ollessa 711 g/kg ka. Nurmi-
kasvuston kuiva-ainepitoisuus oli 170 g/kg heti niiton jalkeen maaritettdessa. Niiton
jalkeen raaka-ainetta esikuivattiin nelja tuntia ja rehu korjattiin kuiva-ainepitoisuuden

ollessa 208 g/kg.

Silputusta ja sekoitetusta rehuraaka-aineesta punnittiin kuusi 5 kg:n eréd, joihin liséttiin
séilontaaine. Sailontdainekasittelyt olivat: 1) ei sdilontdainetta (painorehu) (PR), 2)
muurahaishappo (100 %:na 4 I/t) (MH), 3) L. plantarum (DSM 11672) ja Pediococcus
acidilactici (DSM 11673) 1x10° pmy/g sek& pektinaasi-, ksylanaasi- ja sellulaasient-
syymi (LABE), 4) L. plantarum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g (LP6), 5) L. planta-
rum (DSM 3676 ja 3677) 1x10° pmy/g (LP5) ja 6) L. plantarum (DSM 3676 ja 3677)
ja L. buchneri (DSM 13573) 2x10° pmy/g (LB). Rehut séil6ttiin lasisiin 1,5 litran labo-
ratoriosiiloihin, joita oli yhteensd 18. Laboratoriosiilojen lisdksi rehua sailottiin jokai-
sesta sailontaainekésittelysta kuuteen rinnakkaiseen 120 ml:n minisiiloon séilonnan al-
kuajan fermentaation ja rehujen pH:n muutoksen seuraamiseksi. Minisiiloista seurattiin
kaasuntuotantoa 21 paivan ajan. Raaka-aineen koostumus ja rehujen séilonnéllinen laatu

seké aerobinen stabiilisuus madritettiin.

Séilorehujen kuiva-ainepitoisuus oli suhteellisen pieni, jotta voitiin testata biologisten
sdilontdaineiden tehoa mérdssa rehussa. Kosteassa rehussa biologisten sdilontdaineiden
toiminnan onnistuminen on haastavaa. Raaka-aineen sokeripitoisuus oli kuitenkin erit-
tain suuri, joten ymppirehujen sdilonté onnistui hyvin. Painorehu ei tayttanyt hyvén re-
hun Kkriteerejd ammoniumtypen osalta. Suuri ammoniumtypen pitoisuus saattoi johtua
sdilonnén alkuajan hitaan pH:n laskun mahdollistamasta mikrobitoiminnasta, jonka joh-
dosta rehussa tapahtui proteolyysid. Muurahaishapporehu oli laadultaan tyydyttavéaa

etikkahapon pitoisuuden osalta, mutta muilta osin taytti hyvan rehun laatukriteerit. Re-
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hussa oli tapahtunut epatyypillistd etanolikdymista hiivojen toimesta, jonka johdosta
rehussa muodostui suuri maara hiilidioksidia sailénnén aikana. Muurahaishapporehu ei
kuitenkaan lammennyt aerobisen stabiilisuuden mittauksen aikana, joka johtui todenné-

koisesti suuresta etikkahapon maarasté ja toisaalta pienestd sokerin maarésta.

Maitohappobakteeriséilontaaineilla saatiin k&ymislaadultaan parempaa sailorehua ver-
rattuna painorehuun, lukuun ottamatta maitohappobakteeri-entsyymirehua. Entsyymi-
lisdyksella ei todennakdisesti ollut hyotya rehun sailontdlaadun kannalta. Raaka-aineen
suuren sokeripitoisuuden johdosta sdilérehussa oli koko sdilonnan ajan tarpeeksi sokeria
maitohappobakteerien kaytettdvaksi ja entsyymien toiminnan johdosta muodostunut
ylimé&aradinen sokeri toimi substraattina haitallisille mikrobeille tuottaen suuren etikka-
happopitoisuuden. Maitohappobakteeri-entsyymiseoksella tehty rehu oli etikkahappopi-
toisuuden perusteella heikkolaatuista.

Lactobacillus plantarumin molemmilla annostustasoilla 1x10° ja 1x10°% pmy/g saatiin
laadultaan hyvaa rehua. Suuri jadnnossokerin pitoisuus molemmissa rehuissa johtui to-
denndkdisesti raaka-aineen tavallista suuremmasta sokerin maaréastd. Molempien rehu-
jen maitohappo-etikkahappo-suhde oli melko korkea, viitaten homofermentatiiviseen
maitohappokdymiseen. Aerobinen stabiilisuus oli heikompi suuremmalla annostustasol-
la verrattuna pienemp&an annostustasoon, joka saattoi johtua esimerkiksi LP5-rehun
epifyyttisten heterofermentatiivisten maitohappobakteerien toiminnasta. Tulos ei Kkui-

tenkaan ollut tilastollisesti merkitseva.

LB-rehu oli sailonnélliseltd laadultaan hyvéaa. Heterofermentatiivisen ympin lisdys nosti
tyypillisesti rehun pH:ta sekd pienensi maitohappo-etikkahappo-suhdelukua verrattuna
homofermentatiiviseen ymppiin. L. buchneri —lisays paransi hieman sdildrehun aerobis-
ta stabiilisuutta verrattuna homofermentatiivisella maitohappobakteerilla s&ilottyyn re-
huun (ei tilastollisesti merkitsevd). L. buchnerin johdosta rehussa tapahtui enemman

heterolaktista fermentaatiota.

Séilorehun raaka-aineen koostumus voi vaihdella suuresti satojen, peltolohkojen, ja
vuoden mukaan, joten biologisten sailontaaineiden tehon vertaaminen maatilamittakaa-
vassa voi olla huomattavan vaikeaa. Pienessa mittakaavassa, kuten laboratoriosiiloissa,
voidaan vertailla suuria maaria sailontaaineita hyvin sekoitetussa erdssa rehua samanai-

kaisesti ja samanlaisissa olosuhteissa. On otettava huomioon, ettd laboratoriosiilot voi-
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daan tayttda nopeasti ja sulkea tehokkaasti, kun taas maatilamittakaavan siilojen taytto
voi kestéa paivid, jolloin voi esiintyd eri ainesosien havikkié. Ensisijaiset erot maati-
lasiilojen ja laboratoriosiilojen vélilla ovat rehun sdilomiseen kuluvassa ajassa, hapen
paésyssa rehuun ja lampdotilan nousussa. Laboratoriomittakaavassa tehokkaaksi osoit-

tautuva biologinen séilontéaine ei siis aina ole tehokas maatilamittakaavassa.

Tassa sailontdkokeessa oli tarkoitus tutkia biologisten sailontdaineiden tehoa usein
esiintyvassa tilanteessa, jossa rehun raaka-aine on melko markdaa ja sokeripitoisuus pie-
ni. Raaka-aineen suuren sokeripitoisuuden takia biologisilla séilontéaineilla onnistuttiin
saamaan laadultaan hyvéa ja p&aosin parempaa rehua verrattuna painorehuun ja hyva-
laatuisen rehun saamiseksi riitti homofermentatiivisen L. plantarumin pienempi annos-
tustaso. Kaytettdessa heterofermentatiivista L. buchneria yhdessa L. plantarumin kanssa
pysyi rehu aerobisesti stabiilina noin kolme paivéé pidempadn kuin L. plantarum-rehu,
mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitsevd. Tdéman laboratoriomittakaavan kokeen pe-
rusteella biologisia séailontéaineita kaytettdessa voidaan saada kdymislaadultaan hyvaa ja

painorehua parempaa séilorehua, kun raaka-aineen sokeripitoisuus on erittain suuri.
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