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UTJECAJ KOMERCIJALNIH INOKULANATA NA KEMIJSKI

SASTAV | FERMENTACIJU SILAZE LUCERNE

Izvorni znanstveni ¢lanak
Original scientific paper

Krmne mahunarke tesko se siliraju, pa je potrebno primijeniti starter-kulturu od oda-
branih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline koji podupiru proces siliranja i sprjec¢avaju
nepoZeljne bakterijske maslacne fermentacije te time doprinose ocuvanju i pobolj-
Sanju kvalitete silaZe. Cilj istraZivanja bio je procijeniti ucinke komercijalnih inoku-
lanata na kemijski sastav i fermentaciju silaZe lucerne kultivara 0S99. Masa lucerne
podijeljena je u Sest jednakih dijelova (kontrola — silaZa bez inokulanta) i silaZa
tretirana komercijalnim inokulantima (PI01 — Pioneer 11H50, PI02 - Pioneer 11AFT,
SIL — Silko, BON — Bonsilage alfa i SAL — Sil-All4 x 4), sve silirano u mikrosilosima.
Nakon 90 dana od siliranja, silaZe su analizirane s obzirom na kemijski sastav te fer-
mentacijske parametre. Udio suhe tvari i sirovih proteina bio je veéi, a udio mlijecne
i octene kiseline bio je znacajno (p <0,05) vecéi u silazi tretiranoj inokulantima PI01,
PI02, SIL, BON i SAL u odnosu na kontrolu. SilaZza lucerne tretirana inokulantima
PIO1, PIO2, SIL, BON i SAL imala je niZi udio kiselih i neutralnih deterdZentskih vla-
kana, nizi pH te znacajno (p <0,05) niZi udio maslacne kiseline, alkohola i NH,~N u
usporedbi s kontrolom. Rezultati istraZivanja pokazali su da komercijalni inokulanti
PIO1, PI02, SIL, BON i SAL poveéavaju kvalitetu silaZe lucerne kultivara 0S99 u
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Lucerna je znacajna u hranidbi svih vrsta domacih
Zivotinja, a koristi se u raznim oblicima, kao $to su sijeno,
silaza i dehidrirano brasno, a rjede kao zelena krma i za
ispaSu stoke. Medutim, lucerna se Cesto smatra kultu-
rom koju je teSko silirati, i to prvenstveno zbog svoje
visoke puferske sposobnosti, niskoga udjela ugljikohidra-
ta topljivih u vodi (< 1,5%) i sklonosti nepoZeljnim sekun-
darnim fermentacijama koje uzrokuju klostridije, osobito
kada se silira s udjelom suhe tvari manjim od 300 g kg™
(Coblentz i Muck, 2012.). Na kvalitetu silaze i ucinkovi-
tost koriStenja hranjivih tvari utjecu brojni ¢imbenici, kao
$to su usjevi, tehnologija siliranja, strojevi i aditivi koji se
koriste za upravljanje u procesima fermentacije (Davies
i sur., 2005.). Stoga je primjena kemijskih ili bakterijskih
dodataka vazan €imbenik u siliranju lucerne (Repetto i
sur., 2011.). Prednost bakterijskih inokulanata jest to $to
ne ostavljaju ostatke i negativno ne utjeCu na zdravlje
Zivotinja te na kvalitetu i sigurnost proizvoda. Zbog toga

su posvuda u svijetu u velikoj mjeri potisnuti kemijski
konzervansi bez obzira na njihovu ucinkovitost. McDonald
i sur. (1991.) utvrdili su da su bakterijski inokulanti
sigurni, laki za koriStenje i ne nagrizaju radne elemente
poljoprivrednih strojeva te ne zagaduju okoli§. Pahlow
i sur. (2003.) navode da su bakterije mlijecne kiseline
koje se nalaze u silazi pripadnici rodova Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus
i Leuconostoc. Kizilsimsek i sur. (2007.), Zhang i sur.
(2009.) i Zielinska i sur. (2015.) utvrdili su da primjena
bakterija iz roda Lactobacillus moZe poboljSati fermenta-
ciju silaZe lucerne, kvalitetu i aerobnu stabilnost. Takoder,
mnoga su istraZivanja utvrdila povoljne ucinke bakterija
mlijecne kiseline na kemijski sastav i fermentaciju silaze
lucerne (Bolsen i sur., 1996.; Silva i sur., 2016.). Tvrtke
koje proizvode komercijalne inokulante oCekuju da ce
novi sojevi i mjeSavine bakterija biti visoko konkurentni
i da ¢e poboljsati fermentaciju silaze smanjenjem pH i
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proizvodnjom vece kolic¢ine mlijecne kiseline u usporedbi
sa spontano fermentiranom silazom. Tijekom siliranja
bakterije mlijecne kiseline fermentiraju ugljikohidrate
topive u vodi do organskih kiselina, i to uglavnom mli-
jecne kiseline, koja smanjuje pH i inhibira rast patogenih
bakterija i bakterija kvarenja, kvasca i plijesni, $to utjece
na zagrijavanje i kvarenje silaze te na gubitke suhe tvari
(Zhang i sur., 2009.). Mlijecna kiselina trebala bi biti
koli€inski dominantna kiselina u dobrim silazama. Ova je
kiselina jaca od drugih kiselina u silazi (octene, propion-
ske i maslacne) i stoga je obi¢no odgovorna za smanjenje
pH vrijednosti silaze. Mlijecna kiselina treba imati udio
od najmanje 65 do 70 % od ukupnih kiselina u dobroj
silazi (Kung, 2010.). Ovo je istrazivanje provedeno kako
bi se procijenilo koje mjeSavine bakterija (koje proizvode
mlijeénu kiselinu imaju veéi potencijal za pobolj$anje fer-
mentacije kod silaZe lucerne. Rezultati istraZivanja pozi-
tivno ¢e doprinijeti rjeSavanju problema siliranja lucerne
na mlijenim farmama u Republici Hrvatskoj.

Tablica 1. Komercijalni inokulanti koriSteni u istrazivanjima

Table 1. Commercial inoculants used in the trials

MATERIAL | METODE

Za potrebe ovih istraZivanja uzet je prvi otkos lucer-
ne kultivar 0S99, koja je pokoSena u fenofazi pocetka
cvatnje u 2022. godini. Nakon kosSnje lucerna je usitnje-
na sjeckalicom na duljinu od oko 10 mm. Kontrola i svi
komercijalni inokulanti su razrijedeni destiliranom vodom
prije upotrebe kako bi se dobila ciljana koli¢ina primjene
od 5 ml kg™" svjeZe mase lucerne za svaki tretman, a
rasprSena je pomoc¢u aplikatora za rasprSivanje te je
masa lucerne ru¢no dobro izmijeSana. Pripremljeni uzorci
pakirani su u vakumirane PVC vreéice dimenzija (280 mm
X 360 mm), a zatim su PVC vreéice (mikrosilosi) zava-
reni vakuumskim uredajem (SmartVac STATUS SV2000).
Masa lucerne podijeljena je u Sest jednakih dijelova (kon-
trola — silaza bez inokulanta) i silaza tretirana komercijal-
nim inokulantima (PIO1 — Pioneer 11H50, PI02 — Pioneer
11AFT, SIL — Silko, BON — Bonsilage alfa i SAL — Sil-All4
X 4), sve silirano u mikrosilosima (Tablica 1.).

Komercijalni inokulanti /
Commercial inoculants

Aktivni sastojak /
Active ingredient

Primjena broja jedinica koje formiraju
kolonije/g ili ml krmiva /
Application CFU/g and ml forage

CON - kontrola /(bez inokulanta)
CON — control (without the inoculant)

Alfa—amilaza, celulaza, beta—glukanaza, ksilanaza

PIO1 — Pioneer 11H50 Lactobacillus plantarum 4 % 108
P102 — Pioneer 11AFT Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei 1.1 x 10M
SIL — Silko for alfalfa Lactobacillus plantarum, Pediococcus sp. 1 x 10"
BON — Bonsilage alfa Zitét::;iilgsc y (Z‘fgigjjigctléactobacillus plantarum, Lactobacillus 125 % 101"
Lactobacillus plantarum, 2.5 x 10"
Pediococcus acidilactici, 1 x 10"
SAL - Sil-All4x 4 Pediococcus pentosaceus, 1 x 10"
Propionibacterium acidipropionici 5 x 10"

Ukupno je na 90 dana u tamnu prostoriju, na sobnu
temperaturu od 22 °C, pohranjeno 30 uzoraka mikrosilosa
(500 g). Dostavna vlaga (g kg™' svjeZeg uzorka) utvrdena
je suSenjem uzoraka u suSioniku s ventilatorom (ELE
International) na temperaturi od 60 °C do konstantne
mase uzoraka. Laboratorijska suha tvar utvrdena je suSe-
njem 5 grama uzorka na temperaturi od 105 °C kroz 4
sata (ISO 6496). Pepeo je odredivan zagrijavanjem suhih
uzoraka u pecnici na 550 °C tijekom 2 sata. Udio sirovih
masti odreden je prema Soxhletovoj metodi, udio sirovih
proteina odredivan je prema Kjeldahlu (AOAC, 2005),
udio neutralnih deterdZent vlakana i kiselih deterdZent
vlakana je utvrden prema metodi Van Soesta i sur. (1991.)
kuhanjem uzoraka u neutralnome i kiselom deterdzentu,
NH;—N odredivan je destilacijskom metodom s pomocu
analizatora Kjeltec 1026, a pH vrijednost izmjerena je
pH metrom Hanna Instruments HI 83141 u masi silaze
lucerne nakon otvaranja. Ugljikohidrati topljivi u vodi
odredeni su antronskom metodom koriStenjem liofilizacije
uzoraka, pri ¢emu su ugljikohidrati topljivi u vodi ekstra-
hirani vodom (Tomas i sur., 1977.). Udio mlijecne, octene
i maslacne kiseline analiziran je plinskim kromatografom
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(GC-2014, Shimadzu, Kyoto, Japan) prema Faithfullu
(2002.). Alkoholi su odredeni modifikacijom metode za
odredivanje fermentacijskih produkata u silazama na
HPLC—u (Canale i sur., 1984.). Na rezultatima analitickih
istraZivanja pracenih pokazatelja provedena je statisti¢ka
obrada primjenom statistickoga programa SAS Version
9.4 (SAS Inst. Inc., 2013.). Rezultati su prikazani kao sred-
nja vrijednost kori§tenjem LSD vrijednosti ako je F-test
bio signifikantan p<0,05.

REZULTATI | RASPRAVA

Kvantitativno, koli¢ina kiseline koja je potrebna za
smanjenje pocetnoga pH=6 na skladi$no stabilni pH=4
ovisi 0 udjelu suhe tvari u silazi, udjelu ugljikohidrata
topljivih u vodi i udjelu sirovih proteina. Nadalje, krmiva s
visokim udjelom suhe tvari fermentiraju sporije od krmiva
s niskim udjelom suhe tvari zbog niske aktivnosti vode
(Rizk i sur., 2005.). Udio sirovih proteina (219 g kg~' suhe
tvari) lucerne (Tablica 2.) bio je tipi¢an udio prijavljen u
prethodnim istraZivanjima (166225 g kg~' suhe tvari),
(Contreras—Govea i sur., 2011.; Lynch i sur., 2014.).
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Tablica 2. Kemijski sastav krmiva lucerne kultivara 0S99 prije siliranja u suhoj tvari
Table 2. Chemical composition of alfalfa herbage cultivar 0S99 prior to ensiling in dry matter

Kemijski sastav / Mean /
Chemical composition Srednja vrijednost
Suha tvaru g kg™'

Dry matter ir? g?qr { 346
Sirovi proteini u g kg™ / 219
Crude protein in g kg™’

Sirove masti u g kg™ / 351
Crude fat in g kg™’ '
Sirova vlakna u g kg~' / 215
Crude fibre in g kg™’

Pepeou gkg™'/ 91
Crude ash in g kg™’

Ugljikohidrati topljivi u vodi u g kg™ / 15
Water soluble carbohydrates in g kg™’

Kisela deterdZentska vlakna u g kg™' / 317
Acid detergent fibre in g kg™

Neutralna deterdZentska viakna g kg™" / 365
Neutral detergent fibre in g kg™’

pH 6,2

Seglar (2003.) preporucuje da optimalan udio kiselih
deterdZentskih vlakana bude manji od 300 g kg~' suhe
tvari u silazi lucerne. Medu silazama tretiranima komerci-
jalnim inokulantima, ugljikohidrati topljivi u vodi preostali
nakon fermentacije bili su najveci u silazi lucerne tretiranoj
BON inokulantom (Tablica 3.). U usporedbi sa silazama
SIL, PI02, BON, SAL i kontrolom, ugljikohidrati topljivi u
vodi preostali nakon fermentacije bili su najnizi (p<0,05)
u silazi lucerne tretiranoj komercijanim proizvodom PIO1.
Spontana fermentacija u kontrolnoj silazi lucerne proizvela
je nize udjele fermentacijskih kiselina; medutim, koristila
je viSe Secera dostupnih u biljkama s manjim smanjenjem
pH. Najvece smanjenje pH kod siliranja lucerne nakon
90 dana postignuto je komercijalnim proizvodima PIO1,
SIL, SAL i PI02, dok je BON inokulant proizveo najmanje

smanjenje pH u silaZi lucerne (Tablica 4.). Dobro o€uvana
silaza lucerne s udjelom suhe tvari od 201-300 g kg™
ima pH vrijednost manju od 4,3, s udjelom suhe tvari
od 301-400 g kg ima pH vrijednost manju od 4,5, dok
silaza s udjelom suhe tvari od 401- 500 g kg~' ima pH
vrijednost manju od 4,7 (Skultéty, 1999.). KoriStenjem
komercijalnih inokulanata produkti fermentacije prebacuju
se u silaze lucerne, Sto rezultira znacajno (p<0,05) veéim
udjelima mlijecne i octene kiseline i znacajno (p<0,05)
nizim udjelima maslacne kiseline, alkohola i amonijskoga
dusika u usporedbi s kontrolom, kao $to je navedeno u
Tablici 4. To ukazuje da je dodavanje komercijalnih inoku-
lanata omogucilo brzu proizvodnju mlijene kiseline koja
potiskuje puferski u€inak mahunarki i trava, kao $to su
predloZili Adesogan i Salawu (2004.).

Tablica 3. Sastav hranijivih tvari u silaZi lucerne u g kg™' suhe tvari
Table 3. Nutritional composition of the alfalfa silages in g kg~' dry matter

Komercijalni inokulanti/ | Suhatvar/ | Sirovi proteini/ Ne”"a'”\j:f:zr/die"ts"a Kiszl'fa ‘fl‘f;ﬁ;‘lz‘j”t Ugliikohidrati topljivi u vodi /
Commercial inoculants Drymatter Crude protein Neutral detergentfibre Acid detergentfibre Water soluble carbohydrates
CON 325° 190° 380° 330° 6,86°
PIOT 340° 208° 357° 315 2,97°
PI02 335° 202° 365° 323° 3,56°
SIL 3382 205° 3612 3198 3,199
BON 328° 198° 373 326° 4,290
SAL 3378 2128 359° 378 3,73°

Razli¢ita slova u stupcu znace znacajnu razliku (p<0,05) /
Different letters in the column mean significant difference (p<0.05)

U silazama lucerne koje su tretirane komercijalnim
inokulantima proizvedene su znacajno vece (p<0,05)
koli¢ine mlijecne kiseline od kontrole. Silaza lucerne tre-
tirane komercijalnim proizvodima PI01, SIL i PI02 imale
su veci udio mlije¢ne kiseline od silaZe tretirane komer-

cijalnim proizvodom BON i SAL (Tablica 4.). Opéenito,
glavni ucinak komercijalnih inokulanata za silazu bila je
povecana proizvodnja mlijecne kiseline uz znacajno sma-
njenje pH (Hashemzadeh—Cigari i sur. 2011.; Sanchez i
sur., 2014.). Silaza lucerne tretirane komercijalnim inoku-
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lantima PI02 i BON—om imale su znacajno vece (p<0,05)
udjele octene kiseline od silaze tretirane inokulantima
SAL, PIO1 i SIL. Octena kiselina ima snazan antifungalni
ucinak, a njezin visok udio vjerojatno dovodi do pobolj-
Sanja aerobne stabilnosti silaZe tretirane Lactobacillus
buchneri (Kung i Ranjit, 2001.). SilaZe lucerne tretirane
komercijalnim inokulantima SAL i BON imale su niZi udio
mlijecne kiseline (p<0,05) u usporedbi sa silazama tre-

tiranim PI01, SIL i PIO2 inokulantima, ali su proizvodile
viSe (p<0,05) mlije¢ne kiseline nego kontrola (Tablica
4). Si i sur. (2018.) utvrdili su u svojim istrazivanjima da
silaza tretirana Lactobacillus plantarum i Lactobacillus
buchneri imaju zna€ajno nizi pH, manji udio maslacne i
propionske kiseline te NH;—N, a veci udio suhe tvari i viSe
mlijecne kiseline u usporedbi s kontrolom.

Tablica 4. Fermentacijski parametri silaZe lucerne u g kg™' suhe tvari
Table 4. Fermentation characteristics of the alfalfa silages in g kg~ dry matter

Mlijecna Omjer mlijecne Amonijski dusik /

Proizvodi / kiselina / Octena kiselina / i octene kiseline / Maslacna kiselina / Alkoholi / Ammoniacal
Products pH Lactic acid Acetic acid The ratio of lactic/acetic acid Butyric acid Alcohols nitrogen
CON 5,28a 32,3¢ 18,9¢ 1,710 5,43° 7,357 98,9°

PIO1 4,56a 75,78 23,3° 3,25 0,97¢ 2,90° 49,3¢

Pl02 4,88a 65,6° 31,3 1,760 1,60° 2,24¢ 56,2¢

SIL 4,65a 70,2° 23,8 2,95° 1,47° 2,53¢ 53,14

BON 5,08a 56,7 31,4° 1,810 2,43° 3,69° 66,2

SAL 4,82a 53,1° 20,3° 2,622 1,91° 4,59° 57,8°

Different letters in the column mean significant difference (p<0,05) /
Razlicita slova u stupcu znace znacajnu razliku (p <0.05)

Heterofermentativne bakterije mlijecne kiseline
manje su ucinkovite u proizvodnji mlijecne kiseline od
homofermentativnih bakterija mlijecne kiseline, Sto obic-
no rezultira s veéom koli¢inom octene kiseline, viSim pH,
veéom koli¢inom etanola i ve¢im gubitcima suhe tvari
(Filyaisur., 2007.). Nadalje, Zhang i sur. (2009.) i Sdnchez
i sur. (2014.) zakljucili su da tretirana silaza lucerne s
komercijalnim inokulantima ima viSe mlijecne i octene
kiseline od kontrole. Najve¢i omjer mlijecne kiseline i
octene kiseline nakon siliranja u silazama lucerne dali su
komercijalni proizvodi PIO1, SIL i SAL, dok su inokulanti
P102 i BON dali najmaniji omjer mlijecne i octene kiseline
u silazama lucerne (Tablica 4.). Mnoga su istrazivanja
utvrdila da octena kiselina ima antigljiviéna svojstva i
smanjuje aerobno kvarenje silaZe te rast plijesni i kvasa-
ca (McDonald i sur., 1991.; Schmidt i sur., 2009.). Inace,
octena kiselina se prirodno proizvodi tijekom fermentacije
s komercijalnim inokulantima ili bez njih. Seglar (2003.) je
utvrdio da je prisutnost maslacne kiseline u silazi rezultat
aktivnosti klostridije. Spore klostridije razgraduju mlijec-
nu kiselinu u maslacnu. Pahlow i sur. (2003.) utvrdili su
da sprjecavanje aktivnosti klostridije rezultira nizim pH,
Sto je postignuto u tretiranoj silazi s komercijalim inoku-
lantima PI01, SIL, SAL i PI02. Prema Skultétyju (1999.),
kvalitetna silaza lucerne ima nizi udio maslacne kiseline,
ispod 2,5 g kg~' suhe tvari. U usporedbi s kontrolom
(Tablica 4.), u silazi lucerne udio NH;—N bio je znacajno
nizi (p<0,05) u silazama tretiranim komercijalnim inoku-
lantima. ViSi udio NH;—N ukazuje na razgradnju proteina
uslijed proteoliticke enzimske aktivnosti (Seglar, 2003.).
Obicno silaza s visokim udjelom NH;—N u kombinaciji s
maslaénom kiselinom takoder moze sadrzavati znacajne
udjele drugih nepoZzeljnih krajnjih proizvoda kao $to su
amini, koji mogu smanijiti u¢inak u proizvodniji kod Zivoti-
nja (Kung i Shaver, 2001.).
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ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja utvrdili su da je, u usporedbi s
kontrolom, udio mlijecne i octene kiseline bio znacajno
veci u silazi lucerne tretiranoj komercijalnim inokulanti-
ma PI01, PI02, SIL, BON i SAL. Silaza lucerne tretirana
komercijalnim inokulantima PIO1, PI02, SIL, BON i SAL
imala je niZi udio kiselih i neutralnih deterdZentskih vla-
kana, nizi pH te zna€ajno nizi (p<0,05) udio maslacne
kiseline, alkohola i NH;—N u usporedbi s kontrolom. NiZi
pH u silazama tretiranima komercijalnim inokulantima
vjerojatno je inhibirao razgradnju proteina i stoga je udio
NH;—N bio niZi u tim uzorcima, Sto pokazuje pozitivan
ucinak komercijalnih inokulanata PIO1, PIO2, SIL, BON
i SAL na hranjivu vrijednost silaze lucerne. Dodavanje
komercijalnih inokulanta PIO1, PI02, SIL, BON i SAL moze
biti obe¢avajuca praksa u poboljSanju fermentacije, o€u-
vanje hranjivih tvari u silazi lucerne te poveéanije njihove
dostupnosti u hranidbi preZiva¢a na farmi.
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THE EFFECT OF COMMERCIAL INOCULANTS
ON THE CHEMICAL COMPOSITION AND FERMENTATION OF ALFALFA SILAGE

SUMMARY

Forage legumes are difficult to ensile, so it is necessary to apply a starter culture of the selected strains
of lactic acid bacteria that support the ensiling process, prevent a bacterial butyric fermentation, and thus
contribute to the preservation and improvement of silage quality. The aim of this study was to estimate the
effects of commercial inoculants on the chemical composition and fermentation of alfalfa silage cultivar 0S99.
The alfalfa mass was subdivided into six equal portions (control — silage without inoculant) and silages treated
with commercial inoculants (PI01 — Pioneer 11H50, PI02 — Pioneer 11AFT, SIL — Silko, BON — Bonsilage alfa and
SAL - Sil-All4 x 4), all ensiled in microsilos. Subsequent to 90 days of ensiling, the silages were analyzed with
regard to the chemical composition and fermentation characteristics. The dry matter and crude protein values
were higher, whereas the lactic and acetic acid values were significantly (p <0.05) higher in the silage treated
with the inoculants PI01, PI02, SIL, BON, and SAL when compared to the control silage. On the contrary, the
alfalfa silage treated with the inoculants PIO1, PI02, SIL, BON, and SAL had the lower values of acid detergent
fiber, neutral detergent fiber, and the pH and significantly (p <0.05) lower values of butyric acid, alcohols, and
NH,-N when compared to the control silage. The results demonstrated that the commercial inoculants PI01,
PI02, SIL, BON, and SAL increase the quality silage of alfalfa cultivar 0S99 when compared to the control silage.

Keywords: alfalfa, silage, commercial inoculants, chemical composition, fermentation parameters
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