Kvaliteta kukuruzne silaže s obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava Koprivničko-križevačke županije tijekom 2012. godine
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UVOD
Kukuruz (Zea mays L.) je treća svjetska žitarica nakon pšenice i riže. Zbog svog niskog pufernog kapaciteta, visoke suhe tvari i optimalne koncentracije topivih ugljikohidrata (Nkosi i sur., 2009) silaža cijele biljke kukuruza danas predstavlja najvažniju silažnu kulturu u Republici Hrvatskoj i diljem svijeta. Siliranje je proces anaerobnog konzerviranja voluminozne krme mliječno kiselinskom fermentacijom čime se smanjuje mogućnost gubitka hranjivih tvari od žetve do konzumacije krme (Fulgueira i sur., 2007; Seglar, 2003). Osnovni koraci u procesu siliranja su: brza uspostava anaerobnih uvjeta, brza proizvodnja mliječne kiseline i brzi pad pH te održavanje anaerobnih uvjeta prilikom skladištenja i korištenja silaža (Kung, 2001).

Anaerobni uvjeti i brza produkcija mliječne kiseline, koja brzo snižava pH vrijednost silaže, inhibiraju aktivnost nepoželjnih mikroorganizama (kvasaca, plijesni, enterobakterija i klostridija) uzročnika kvarenja silaže. Ukoliko se pH ne smanji dovoljno brzo, nepoželjni mikroorganizmi će nastaviti svoju aktivnost te će se time smanjiti  vjerojatnost proizvodnje stabilne i kvalitetne silaže (Fulgueira i sur., 2007; Meeske 2005). Uz mliječnu kiselinu, bakterije mliječne kiseline fermentacijom vodotopivih ugljikohidrata stvaraju i octenu kiselinu, dobar inhibitor kvasaca. Također, u tragovima je još moguća prisutnost maslačne i propionske kiseline, koje su netipični produkti fermentacije silaža i često su povezane s procesom kvarenja silaža (Kung i Stokes, 2001).  
Kvarenje silaže je posljedica aerobnih uvjeta u silaži (Reis, 2005), što dovodi do razgradnje mliječne kiseline od strane kvasaca i nekih bakterija. 
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Razgradnjom mliječne kiseline dolazi do rasta pH silaže prema neutralnom području što za posljedicu ima veću aktivnost mikroorganizama odgovornih za kvarenje silaže. Kvarenje silaža dovodi do gubitka 

hranjivih tvari te zagrijavanja silaže i produkcije nepoželjnih produkata (maslačne kiseline, etanola, amonijaka, slobodnih amina i amida) (Filya, 2003; Seglar, 2003). 
Pravilna priprema, skladištenje i klasifikacija, osnovni su preduvjeti za optimalno korištenje silaža u hranidbi preživača. Međutim, silaža je istovremeno izrazito varijabilna u svojim karakteristikama zbog mnogih čimbenika koji mogu utjecati na kvalitetu procesa siliranja. Upravo zbog navedenog razloga, cilj ovog istraživanja je bio napraviti screening fermentacijskih i mikrobioloških karakteristika kvalitete silaža, proizvedenih u različitim uvjetima na obiteljskim gospodarstvima Koprivničko-križevačke županije
MATERIJAL I METODE
Biljni materijal
Tijekom siječnja i veljače 2012. godine na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima s područja Koprivničko-križevačke županije sakupljen je 31 uzorak kukuruzne silaže. Uzorkovanje i priprema uzorka za analizu provedeni su u skladu s normama ISO 6497:2002 i ISO 6498:1998 . 
Mikrobiološka analiza 
Za određivanje ukupnog broja bakterija u gramu korištena je metoda u skladu s normom HRN EN ISO 4833:2003. U 20g usitnjene silaže dodano je 180 ml PPV + Tween 80 (Merck, Njemačka) te homogenizirano u stomaheru (Bag Mixer, Interscience, Francuska) kroz 3 minute. Tako dobiveno inicijalno razrjeđenje razrijeđeno je u koncentracijskom rasponu od 10-1 do 10-10. Od svakog razrjeđenja u duplikatu odpipetiran je 1ml alikvota u Petrijevu zdjelicu koja je potom zalivena s 12-15 ml Plate count agar-a (PCA) (Merck, Njemačka). Inokulum s agarom pažljivo je promiješan rotiranjem  zdjelice po podlozi i inkubiran kroz 72±3 h u aerobnim uvjetima na 30°C (±1°C). Nakon predviđenog vremena inkubacije izbrojane su porasle kolonije na agaru i utvrđen je broj bakterija u gramu.

Broj kvasaca i plijesni određen je u skladu s normom ISO 21527-2:2008. Inicijalno razrjeđenje i niz razrjeđenja napravljeni su na isti način kao i kod određivanja ukupnog broja bakterija u gramu. Alikvot od 0,1 mL niza razrjeđenja otopine nacijepljen je na DG 18 agar (Merck, Njemačka) i ravnomjerno razmazan L-štapićem po površini agara. Inokulirane ploče inkubirane su kroz 5 dana na 25°C (±1°C) u aerobnim uvjetima nakon čega su izbrojane porasle kolonije kvasaca i plijesni te je određen njihov broj u gramu.
Kemijska analiza

Određivanje kiselina
Po modifikaciji Flieg metode (Balzer, 1961) u odmjernu tikvicu od 1L stavljeno je 100 g silaže, dodano 1 mL formaldehida i dopunjeno vodom do oznake. Promućkano je više puta i ostavljeno stajati preko noći te je sadržaj filtriran preko nabranog filtar papira. Od filtrata je uzeto 200 mL, dodano 20 mL vapnenog mlijeka i 10 mL otopine bakrenog sulfata te ostavljeno stajati 1 sat. Sadržaj je potom dopunjen do oznake i filtriran preko nabranog filtar papira.

Određivanje octene i maslačne kiseline: 200 mL bistrog filtrata stavljeno je u tikvicu zajedno sa 5 mL sumporne kiseline (1+1) te priključeno na destilacijsku cijev. Destilacijski postupak proveden je tako da je tijekom 20 min od prve kapi predestilirano 100 mL, a tijekom daljnjih 10 min 50 mL. 

Određivanje mliječne kiseline: U ostatak od 55 mL dodano je 55 mL otopine kromsumporne kiseline te uz povratno hladilo od početka vrenja kuhano 5 min. Potom je kroz hladilo dodano 100 mL vode i predestilirano 50 mL preko prve destilacijske aparature.

Tri dobivena destilata titrirana su sa 0,05 M NaOH do slabo crvene boje uz fenolftalein kao indikator. Titracijske vrijednosti pomnožene su sa 1,25 s obzirom na napravljeno razrjeđenje. Rezultati su određeni računskim putem i izraženi kao postotci mliječne, octene i maslačne kiseline, a temeljem tabličnih podataka izvršeno je bodovanje te ocjena silaže.
Određivanje pH vrijednosti 
pH vrijednost izmjerena je pH metrom (MP220, Mettler Toledo) uz pripremu 100 g uzorka silaže i dodatak 1000 mL destilirane vode. 

Statistička analiza
Korelacija karakteristika kvalitete istraživanih silaža ispitana je upotrebom CORR procedure SAS statističkog paketa (Statistical Analysis System, 2003). Statistička signifikantnost bila je postignuta uz uvjet P≤0,05.
REZULTATI I RASPRAVA
Silirana voluminozna krma često sadržava više od 50% suhe tvari obroka mliječnih krava (Seglar, 2003), stoga  kvaliteta silirane krme ima važan utjecaj na količinu i kvalitetu mlijeka. Općenito je kontrola kvalitete silaža važan dio hranidbenog programa mliječnih farmi. U provedenom istraživanju pratila se kvaliteta silaža kukuruzne biljke u upotrebi, na domaćinstvima u Koprivničko-križevačkoj županiji, tijekom siječnja i veljače 2012. godine. Obzirom da je cilj ovog istraživanja bio vezan uz screening silaža u upotrebi za navedeno razdoblje, podaci o dodavanim aditivima ili adsorbensima, kao ni o trajanju perioda izuzimanja silaža nisu uzimani. Od pokazatelja kvalitete fermentacije, određena je pH vrijednost (Tablica 1) i omjer fermentacijskih kiselina prema Fliege-u (Tablica 2), a od mikrobioloških pokazatelja kvalitete fermentacije određene su ukupne bakterije i ukupni kvasci/plijesni (Tablica 3).
Tablica 1. Rezultati osnovnih fermentacijskih parametara 31 uzorka kukuruzne silaže 

	UZORAK
	pH
	Ukupne kiseline g/kg svježeg uzorka
	Omjer mliječna/octena kiselina

	1
	4,13
	43,71
	1,9

	2
	4,08
	52,82
	1,2

	3
	4,21
	27,53
	1,2

	4
	4,38
	29,98
	2,2

	5
	7,11
	22,69
	0,3

	6
	6,62
	22,11
	0,2

	7
	7,09
	23,21
	0,0

	8
	3,74
	30,10
	4,1

	9
	3,92
	58,97
	2,1

	10
	4,12
	36,63
	0,7

	11
	3,99
	48,16
	2,6

	12
	3,82
	38,13
	5,5

	13
	3,87
	44,18
	1,9

	14
	6,37
	26,46
	0,4

	15
	3,91
	41,03
	1,8

	16
	4,26
	28,14
	2,1

	17
	4,01
	17,70
	1,6

	18
	6,3
	5,96
	0,7

	19
	3,94
	28,28
	4,1

	20
	3,82
	29,78
	4,0

	21
	3,97
	64,90
	5,1

	22
	4,03
	33,93
	4,5

	23
	3,77
	36,63
	4,1

	24
	4,21
	39,58
	4,0

	25
	4,03
	59,53
	4,9

	26
	4,18
	22,20
	3,2

	27
	4,23
	7,04
	2,8

	28
	3,94
	57,77
	2,5

	29
	4,16
	32,65
	4,9

	30
	5,72
	11,19
	1,9

	31
	4,33
	6,78
	2,6


pH vrijednost se uobičajeno smatra brzim pokazateljem kvalitete fermentacije, jer jednostavnom i jeftinom analizom, koja se može provesti na farmi, može ukazati na dobru ili lošu fermentaciju. U analiziranim kukuruznim silažama pH se kretao u rasponu od 3,74 do 7,11, od čega je većina imala pH niži od graničnog pH 4,2, a što pokazuje da je kukuruzna silaža uglavnom bila dobro silirana prema ovom pokazatelju kvalitete siliranja. Kvalitetno silirana silaža kukuruza ima pH između 3,7 i 4,2, uz iznimke do 4,5 ukoliko je riječ o silaži vlažnog zrna kukuruza (Kung, 2001; Kung i Stokes, 2001). Visoke vrijednosti pH su pokazatelj loše fermentacije silaže i/ili mogućeg kvarenja silaže. Pokvarene silaže često imaju pH iznad 7,5 (Kung i Stokes, 2001). Od svih kiselina koje nastaju fermentacijom prilikom siliranja, na pH najviše utječe sadržaj mliječne kiseline, što se može vidjeti i na primjeru analiziranih silaža. S porastom sadržaja mliječne kiseline u ukupnim kiselinama istraživanih silaža opada i pH vrijednost što je potvrdila i negativna korelacija (-0.85, P<0.001) između ova dva parametra.  
Tablica 2. Udjeli hlapivih u ukupnim kiselinama prema Fliege analizi u 31 uzorku kukuruzne silaže 

	UZORAK
	Mliječna kiselina(%)
	Octena kiselina (%)
	Maslačna kiselina (%)
	Ocjena po Fliegu

	1
	63,39
	33,24
	3,36
	dobra

	2
	53,62
	46,38
	0
	dobra

	3
	54,31
	45,69
	0
	dobra

	4
	68,98
	31,02
	0
	vrlo dobra

	5
	24,42
	75,58
	0
	zadovoljava

	6
	18,09
	81,91
	0
	zadovoljava

	7
	3,84
	96,16
	0
	zadovoljava

	8
	80,53
	19,47
	0
	vrlo dobra

	9
	67,32
	32,68
	0
	vrlo dobra

	10
	40,19
	59,81
	0
	dobra

	11
	72,57
	27,43
	1,35
	vrlo dobra

	12
	84,53
	15,47
	0
	vrlo dobra

	13
	65,82
	34,18
	0
	vrlo dobra

	14
	29,52
	70,48
	0
	zadovoljava

	15
	64,08
	35,92
	0
	vrlo dobra

	16
	68,02
	31,98
	0
	vrlo dobra

	17
	62,21
	37,79
	0
	vrlo dobra

	18
	40,76
	59,24
	0
	dobra

	19
	80,31
	19,69
	0
	vrlo dobra

	20
	79,85
	19,78
	0
	vrlo dobra

	21
	83,52
	16,48
	0
	vrlo dobra

	22
	81,87
	18,13
	0
	vrlo dobra

	23
	80,43
	19,57
	0
	vrlo dobra

	24
	79,56
	19,88
	0
	vrlo dobra

	25
	83,03
	16,97
	0
	vrlo dobra

	26
	75,95
	24,05
	0
	vrlo dobra

	27
	73,86
	26,14
	0
	vrlo dobra

	28
	71,61
	28,39
	0
	vrlo dobra

	29
	83,19
	16,81
	0
	vrlo dobra

	30
	65,69
	34,31
	0
	vrlo dobra

	31
	72,27
	27,73
	0
	vrlo dobra


Udio mliječne, octene i maslačne kiseline je glavni pokazatelj optimalnih uvjeta fermentacije. U optimalnim uvjetima udio mliječne kiseline u ukupnim organskim kiselinama u silaži ne bi trebao biti manji od 65-70% (Kung i Shaver, 2001). Dodatno, omjer mliječne i octene kiseline je isto jednostavan i dobar pokazatelj kvalitete fermentacije silaže. Od ukupnog broja analiziranih silaža njih 35% je imalo optimalan odnos mliječne i octene kiseline (Tablica 1), sa omjerom većim od 3:1 (Kung i Stokes, 2001). U uzorcima pod rednim brojem 5, 6, 7 i 14 dominantna je octena kiselina; ona je slabija kiselina od mliječne kiseline te se pH vrijednost u navedenim silažama kretala oko 7. Posljedično su takve silaže svrstane po Fliegu u razred zadovoljavajućih silaža koje su podložnije kvarenju nego li silaže sa optimalnim sadržajem organskih kiselina (Tablica 2). Ujedno, rezultati iz Tablice 3. ukazuju na to da su u silažama 5, 6, 7 i 14 koncentracije kvasaca i plijesni veće od 105 CFU/g (log10 5 CFU/g) svježe mase silaže, a s obzirom da kvasci dodatno razgrađuju mliječnu kiselinu, ove silaže čini sklonijima zagrijavanju i nestabilnijima prilikom izuzimanja silaža (Kung, 2001; Kung i Stokes, 2001). Dva uzorka kukuruzne silaže, redni broj 1 i 11 imali su redom 3,36 i 1,35% maslačne kiseline. Prisutnost maslačne kiseline u uzorcima silaža dokaz je sekundarne fermentacije klostridijama. Klostridije su jedne od najčešćih kontaminanata prisutnih u anaerobnim uvjetima u izrazito vlažnim silažama. One proizvode maslačnu kiselinu i dušične spojeve (amonijak, amine, amide) koji su rezultat sekundarne fermentacije i proteolize (Seglar, 2003). Posljedica toga su silaže sa velikim gubicima suhe tvari, lošom konzumacijom i visokim udjelom štetnih spojeva, u prvom redu amonijaka. 

Mikroorganizmi iz carstva gljiva (kvasci i plijesni) kontaminirajući krmu mogu izložiti životinje, ali i ljude, različitim bolestima (Gotlieb, 2002). U 32% silaža utvrđen je broj kvasaca manji od 105 CFU/g (log10 5 CFU/g), dok su ostale silaže imale više od 105 CFU/g (log10 5 CFU/g). Prilikom izuzimanja silaža sa brojem kvasaca većim od 105 CFU/g (log10 5 CFU/g) potreban je oprez kako ne bi u aerobnim uvjetima izuzimanja došlo do gubitaka organske tvari, povišenja pH, zagrijavanja i rasta plijesni. Kvasci prethode pojavi plijesni u silaži, jer plijesni ne mogu rasti pri pH nižem od 4,5 (Seglar, 2003). Smatra se da su koncentracije plijesni veće od 106 CFU/g (log10 6 CFU/g) svježe mase potencijalno štetne. Za plijesni su definirana četiri područja: ≤103 CFU/g (log10 3 cfu/g) sigurno krmivo, 103-105 CFU/g (log10 3-5 CFU/g) tranzicijsko područje, 105-106 CFU/g (log10 5-6 CFU/g) potreban je oprez, >106 CFU/g (log10 6 CFU/g) krmivo potencijalno nije za konzumaciju (Taysom, 2002).
Od ukupnog broja silaža, u njih 68% nisu određene plijesni. Silaže pod rednim brojem 14, 18 i 26 imale su zabrinjavajuće visoki udio plijesni (>106 CFU/g). U ostalih pet silaža u kojima su plijesni određene, broj nije prelazio zabrinjavajuću granicu. Općenito je preporuka da se u silažama u kojima je detektirana visoka prisutnost plijesni napravi analiza mikotoksina (Fulgueira i sur., 2007). 
Tablica 3. Rezultati mikrobiološke analize 31 uzorka kukuruzne silaže sakupljanih sa  obiteljskih poljoprivrednih gospodarstva u  Koprivničko-križevačkoj županiji

	UZORAK
	UBB1 log10 CFU/g
	Kvasci i plijesni log10 CFU/g
	Prisutnost mikroorganizama iz carstva gljiva2

	1
	7,000
	3,301
	K

	2
	7,362
	6,362
	K

	3
	8,756
	9,000
	K

	4
	10,431
	8,949
	K

	5
	10,000
	10,146
	K

	6
	10,079
	8,568
	K

	7
	10,079
	8,898
	K

	8
	6,398
	6,477
	K

	9
	8,204
	5,845
	K

	10
	6,342
	7,544
	K

	11
	8,079
	10,531
	K

	12
	6,531
	6,531
	K

	13
	6,672
	6,041
	K

	14
	10,000
	7,602
	P/K

	15
	5,968
	4,301
	K

	16
	7,959
	3,000
	K

	17
	8,146
	5,146
	P

	18
	9,398
	8,914
	P

	19
	8,000
	5,716
	K

	20
	5,716
	5,602
	K

	21
	7,114
	4,903
	K

	22
	6,643
	4,301
	K

	23
	6,301
	4,602
	K

	24
	7,799
	4,978
	P

	25
	7,176
	3,000
	K/P

	26
	9,041
	6,041
	K/P

	27
	6,987
	3,000
	K/P

	28
	6,079
	3,000
	K/P

	29
	8,362
	5,230
	P

	30
	8,519
	5,949
	P

	31
	7,771
	4,904
	K


1UBB = ukupne bakterije; 2 kvasci=K i/ili plijesni=P
Analizom povezanosti udjela mliječne kiseline (Tablica 2) i mikrobioloških rezultata (Tablica 3) utvrđena je statistički značajna negativna korelacija (-0.62, P<0,001) između udjela mliječne kiseline i broja ukupnih bakterija te između udjela mliječne kiseline i ukupnog broja kvasaca i plijesni (-0.60, P<0,001). Prema korelacijama, što je veći udio mliječne kiseline u ukupnim kiselinama u silaži, manje je prisutnih bakterija, kvasaca i plijesni. Ova povezanost u skladu je s djelovanjem mliječne kiseline – njenom brzom proizvodnjom opada i pH koji inhibira rast nepoželjnih mikroorganizama (Kung, 2001). Prema istome autoru, kontinuiranom proizvodnjom mliječne kiseline smanjuje se i rast svih bakterija, uključujući i same bakterije mliječne kiseline.
Dobiveni rezultati fermentacijske i mikrobiološke analize uzoraka kukuruzne silaže sa domaćinstava u Koprivničko-križevačkoj županiji pokazali su da je većina silaža zadovoljila kriterije kvalitetnog siliranja. 
Sažetak

Kukuruzna silaža danas predstavlja najvažniju silažnu kulturu u Republici Hrvatskoj i diljem svijeta, a kontrola njene kvalitete važan je dio hranidbenog programa mliječnih farmi. Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi fermentacijske i mikrobiološke karakteristike kvalitete silaža sa obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava iz područja Koprivničko-križevačke županije. Početkom 2012. godine sakupljen je 31 uzorak kukuruzne silaže, proizvedene u različitim uvjetima. Određena je pH vrijednost i omjer fermentacijskih kiselina prema Fliege-u, a od mikrobioloških pokazatelja kvalitete fermentacije određene su ukupne bakterije, kvasci i plijesni. Izmjerene pH vrijednosti kretale su se u rasponu od 3,74 do 7,11, od čega je većina uzoraka imala pH niži od graničnog (pH 4,2), pokazujući da je silaža bila uglavnom dobro silirana prema ovom pokazatelju kvalitete siliranja. U 35% uzoraka silaža određen je optimalan odnos mliječne i octene kiseline s omjerom većim od 3:1. Ujedno, 32% uzoraka imalo je broj kvasaca manji od 105 CFU/g (log10 5 CFU/g), a u 68% uzoraka plijesni nisu određene. Dobiveni rezultati fermentacijske i mikrobiološke analize uzoraka kukuruzne silaže pokazali su da, unatoč varijabilnosti, većina zadovoljava kriterije kvalitetnog siliranja. 
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The quality of corn silage from family farm in the Koprivničko – križevačka borough during 2012
Manuela ZADRAVEC, DVM; Jelka PLEADIN, BSc, PhD, Assistant Professor, Scientific Advisor, Mario MITAK, PhD, Scientific Advisor, Croatian Veterinary Institute, Zagreb; Marija DUVNJAK, BSc., Kristina KLJAK, BSc., PhD, Faculti of Agriculture, Zagreb,; Vesna JAKI TKALEC, DVM, Darko MAJNARIĆ, PhD,Scientific Associate, Križevci Veterinary Institute.
Corn silage today represents the most important silage culture in Croatia and around the world, therefore its quality control is an important part of the food programs of dairy farm. The aim of this study was to determine the characteristics of microbial fermentation and quality silage from family farms in the area of Koprivničko- križevačka borough. Thirty one (31) samples of corn silage produced in different conditions, were collected in early 2012, and  were determined by their pH value and the ratio of acid fermentation by Fliege-in. The microbiological quality indicators were determined according to fermentation bacteria, yeasts and molds. The measured pH values were in the range from 3.74 to 7.11, from which the majority of the samples had a pH lower than the limit (pH 4.2), demonstrating that the silage was generally good on this indicator ensiled silage quality. Thirty five percent (35%) of silage samples was determined by an optimal ratio of lactic and acetic acid with a ratio greater than 3:1. Also, 32% of the samples had a number of yeasts less than 105 CFU / g (5 log10 CFU / g), and 68% were not certainly not molds. The obtained results of the fermentation and microbiological analysis of the samples of corn silage showed that, despite the variability, most meet the criteria of good silage production.
