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EFFECT OF THE BACTERIAL, MINERAL AND VITAMIN PREPAR  ATION ON THE
INHIBITION OF TOXIGENIC MILDEWS DEVELOPMENT IN THE PROCESS OF
SILAGING OF MEADOW COVER

Summary

In the production conditions, in ecologic farmsg #ffect of the bacterial starter culture suppletedrwith the mineral and
vitamin mix on the stimulation of development afitafermentation process and on inhibition of nasudlevelopment, in-
cluding toxigenic ones, during the silaging of meadyrass, had been tested. The starter culturb@bicterial prepara-
tion comprised selected strains of the specieskiémafs: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bunghi and Lactobacil-
lus brevis; the mineral and vitamin additive conspd calcium, phosphorus, manganese, magnesiumimndanpounds
and beta-carotene (allowed for application in egpitoproduction). Silages from meadow grass produeih the addition
of the bacterial, mineral and vitamin preparatiorns characterised with higher quality, nutritivelwa, extended oxygen
stability (up to 11 days) and the number of mildmits j.t.k. in 1 g of silage lower by two gradescampared to the silages
produced without this preparation. The control érefnce) silages were contaminated with moulds Exudich, after iso-
lating and cleaning, were identified — accordingtheir morphologic properties — as a toxigenic spe®spergillus flavus.
On the basis of the model experiments in laboratmyditions it was stated that the isolated mouddpergillus flavus
produced aflatoxin Band total aflatoxins.

WPLYW PREPARATU BAKTERYJNO-MINERALNO-WITAMINOWEGO W  PROCESIE
KISZENIA RUNI £ AKOWEJ NA HAMOWANIE ROZWOJU PLE SNI
TOKSYNOTWORCZYCH

Streszczenie

W warunkach produkcyjnych w gospodarstwach ekotogich, badano wptyw bakteryjnej kultury starterowmjipetnionej
mieszank mineralno-witaminow na stymulowanie procesu fermentacji mlekowej i d\@amie rozwoju pléni w tym tok-
synotwérczych w czasie kiszenia rukdwej. W skiad kultury starterowej preparatu bagpeego, wchodg wyselekcjo-
nowane szczepy z gatunkéw: Lactobacillus plantattantobacillus buchneri i Lactobacillus brevis, Wad mieszanki mi-
neralno-witaminowej wchodzwigzki wapnia, fosforu, manganu, magnezu i cynku beda-karoten (dopuszczone do sto-
sowania w produkcji ekologicznej). Kiszonkise@dczalne z runigkowej wykonane z dodatkiem preparatu bakteryjno-
mineralno-witaminowego, charakteryzowaly 8iy:sz; jakascig, wartascig pokarmowt, wydtong stabilngcig tlenow

(do 11 dni) oraz o dwa ¢dy wielkdci nizsz liczhy j.t.k pleni w 1 g kiszonki w stosunku do kiszonek wykonabgzhdo-
datku tego preparatu. Kiszonki kontrolne pamae byty ogniskami pdai, ktére po wyizolowaniu i oczyszczeniu oznaczono,
na podstawie ich cech morfologicznych, jako tokeyarczy gatunek Aspergillus flavus. Na podstawieikéw, przepro-
wadzonych w warunkach laboratoryjnych,sdadczes modelowych stwierdzonde wyizolowane phamie Aspergillus
flavus wytwarzaj aflatoksyr B; i sung aflatoksyn.

Wprowadzenie Podstawowym sposobem konserwacji pasz:tofgio-
wych, do ktoérych naley run takowa jest proces kiszenia.
Obecnie zwgksza s¢ zapotrzebowanie konsumentéw Zachowanie czystego, nieskaegosrodowiska naturalne-
nazywnos¢ ekologiczr, co wywotuje potrzepstosowania go, wymaga wyeliminowania w rolnictwie, a zwlaszcza
odpowiednich metod jej wytwarzania we wszystkich-et ekologicznym stosowania kwasow lub ich soli do pepr
pach cyklu produkcji. Uzyskaniéywnosci pochodzenia procesu kiszenia pasz. W przypadku gospodarstwoekol
zwierzcego, bezpiecznej dla zdrowia ludzi jes&tisle  gicznych korzystne jest stymulowanie procesu kigzeumi
zwiazane z jakécia i stanem higieny pasz dla zwietz takowej naturalnymi preparatami bakteryjnymi, uzupzin
Na podstawie danych z$piiennictwa jak rownig wy-  nymi dodatkiem makro- i mikroelementéw oraz beta-
nikéw bada wtasnych, prowadzonych w latach od 2004 ddkarotenu [18, 19]. Preparaty te zawiarajyselekcjonowa-
2006 w gospodarstwach ekologicznych wiadom®,rui  ne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktéresst@ane
takowa pochodaca z uytkdw zielonych, gdzie nie stosuje sa jako biologicznie czynne substancje wspomacgjpatu-
sie nawazenia mineralnego, charakteryzuje siedoborem ralny przebieg fermentacji mlekowej [15, 18].
makro i mikroelementéw, a zwlaszcza wapnia, fosforu Kultury starterowe bakterii fermentacji mlekowej,
magnezu i cynku, w stosunku do zapotrzebowaniarzatie wchodzce w sklad nowej generacji preparatéw, przezna-
dla ktoérych ta pasza stanowi podstaiywienia [3, 5, 17, czonych do stymulowania procesu kiszenia pasza&ter
18]. ryzuja si¢ zdolngcia do biosyntezy metabolitow o aktyw-
Pasze oltosciowe stosowane w postaci zielonek, siananosci antybakteryjnej, oraz przeciwdziadajenowemu roz-
lub kiszonek mog stanowé¢ 60% dawki pokarmowej dla ktadowi kiszonek, poprawiag ich jaka¢ i stan higieniczny
bydta mksnego i mlecznego. [6, 7,8, 13].
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Najnowsze wyniki badalnstytutu wskazuj na hamu-  Wyniki
jace dzialanie niektorych szczepow bakterii fermentac

mlekowej z rodzajuLactobacillus spp.,stosowanych w Badania nad opracowaniem metody produkcji kiszonek
procesie kiszenia, na rozwdj ghe, w tym toksynotwdr-  z runi hkowej o wysokiej jakéci, uzupetnionych w makro
czych [18, 19]. i mikroelementy, stabilnych tlenowo, jak rowaieie pora-

Ze wzgkdu na brak mdiwosci zabezpieczenia rogn  zonych pléniami toksynotwérczymi, prowadzono w latach
cych ralin przed inwazj plesni wytwarzajcych mikotok-  2004-2006 w wybranych 4 gospodarstwach ekologidanyc
syny, konieczne jest opracowanie metod, ktére agzan Run takowa do produkcji kiszonek pochodzita zytkow
tyby ich rozwéj w czasie kiszenia. Obecnie rozwijaje  zielonych, potaonych na glebach lekkich VI klasy, wyma-
badania zmierzage do ograniczania lub biodegradacji mi- gajacych nawaenia i wapnowania.
kotoksyn wzywnosci i paszach przez wybrane mikroorga-  Mieszank mineralno-witaminow stosowano w formie
nizmy w procesach biotechnologicznych, na przykiad sypkiej w ilosci 50 g/tor kiszonych rélin, rownolegle po-

procesie fermentacji mlekowej [2, 16]. dawany byt preparat bakteryjny w postaci opryskuosci
5 g/1 tor zielonki, po rozpuszczeniu w wodzie. W 1 g pre-
Cel paratu zawarte bylo okofo 2 x pt.k. (jednostek twore

cych kolonie) bakterii fermentacji mlekowej.
Celem bada byta ocena wptywu preparatu bakteryjno-  Kiszonki z runi gkowej o sredniej zawartfci suchej
mineralno-witaminowego na hamowanie rozwojuspiew  masy 36,7%, spo#gdzono w postaci sprasowanej w 400 kg
tym wytwarzajcych aflatoksyny, w czasie kiszenia runi balotach owinitych folia kiszonkarsk; bez dodatku prepa-

takowej, w gospodarstwach ekologicznych. ratu oraz z zastosowaniem preparatu bakteryjno-naime-
witaminowego.
Zatozenia badawcze Wyniki analizy dotyczcej jakaci kiszonek bez dodatku

i z dodatkiem preparatu bakteryjnego i mieszankiaral-

1. Ocena stopnia potania pléniami kiszonek z runigd  no-witaminowej uzupetniagej jego dziatanie przedstawio-
kowej, wytworzonych w gospodarstwach ekologicznychno w tab. 1.
metod, tradycyjry bez dodatkéw preparatu bakteryjne-  We wszystkich gospodarstwach po uptywie 6-tygodni
go. kiszonki bez dodatku preparatu charakteryzowady [ —

2. Okreslenie wpltywu dodatku preparatu bakteryjnego i5,2-5,4, ocen jakasci mierm, zadawalajca lub dobg, ska-
uzupetnionego mieszagknineralno-witaminow do ki-  zeniem pléniami na poziomie od 4 x 1@o 2 x 18 liczby
szenia runidkowej, na ograniczenie pomenia kiszonek j.t.k. plesni/g kiszonki oraz stabilrgia tlenows od 3 do 4
plesniami w tym toksynotworczymi. dni.

Tab. 1. Ocena jakoi kiszonek z runi gkowej wytworzonych bez i z dodatkiem preparatu bafho-mineralno-
witaminowego

Table 1. Quality evaluation of meadow cover silagegle without and with additives of bacterial-maderitamin prepara-
tion

Kiszonki: Sucha Zawartg¢ kwasoéw organicznych, % _Ocepa_l punktowa _ Liczba Stabilndgé
A-kontrolne jakasci kiszonki, | j.t.k. ple-
iy masa,| pH N L tlenowa,
B-doswiadcza % mlekowego | octowegd mastowegowg s_kah Fliega- | $ni/g k|_- dni
Ine Zimmera szonki
Gospodarstwo nr 1
A 36,4 | 54 0,35 0,52 0,15 35 mierna 3x10 3-4
B 36,8 | 45 1,54 0,40 brak 95 bardzo dohra 1%1p 11
Gospodarstwo nr 2
A 36,2 | 52 1,00 0,38 0,12 73 dobra 3x10 3-4
B 37,0 | 4,7 1,81 0,40 0,01 100 bardzo dopra 210 11
Gospodarstwo nr 3
A 359 | 54 0,98 0,60 0,18 55 zadawataj | 2 x 10 3-4
B 37,7 | 47 1,84 0,51 0,01 95 bardzo dobra 1%10 11
Gospodarstwo nr 4
A 36,3 | 53 1,08 0,53 0,10 68 dobra 2 X10 3-4
B 372 | 47 1,98 0,65 brak 95 bardzo dohra 1%1p 11

Oznaczenie zawarfoi kwasu L i D mlekowego, kwasu octowego i kwasstoneego - metag enzymatyczn
(Test-UV Boehringer Mannheim) [9, 10, 11].

Ocena jakéci wg skali Fliega-Zimmera [14].

Oznaczenie jednostek twacych kolonie pléni (j.t.k.) zgodnie z norgnPN-1SO 7954: 1999.

Ocena stabilngéci tlenowej kiszonek — metpgomiaréw zmian temperatury i pH w czasie przechama ki-
szonki w warunkach tlenowych w temperaturze polajomyrazona w dniach [19].
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Pozytywny wplyw dodatku preparatu stymulggo
proces kiszenia, zaznaczyt giwiekszeniem poziomu kwa-

su mlekowego i obaeniem poziomu kwasu mastowego w

kiszonkach déwiadczalnych, ktére charakteryzowaty:si
pH — 4,5-4,7, jakécia bardzo dohy, nieznacznym ske-
niem pléniami na poziomie od 2 x f@o 5 x 16 liczby
j-t.k. plesni/g kiszonki, ponadto ich stabild®tlenowa wy-
diuzyta sk do 11 dni

W procesie kiszenia runakowej dziatanie preparatu
bakteryjnego, uzupetlnionego mieszanknineralno-wita-
minowy, powoduje zachowanie, a nawet wzrost wéito
pokarmowej, wyraonej podwyszeniem w kiszonkach za-
wartcsci biatka 0 7% i obriieniem zawartri widkna su-
rowego o 8% ,w stosunku do materiatu $eypwego.

Wyniki érednie z trzech lat badlgrowadzonych w go-
spodarstwach ekologicznych, przedstaudgaj wartd¢ po-
karmow zielonki z runi 4kowej, kiszonek bez dodatku i

hodowlanego przez badane e, przy uyciu testow
immunoenzymatycznych ELISA.

Stwierdzonoze w optymalnych warunkach hodowli dla
gatunkuAspergillus flavussrednia zawart& w ptynie po-
hodowlanym aflatoksyny Bwynosita 4,35 ppb (ug/l), na-
tomiast sumy aflatoksyn 13,78 ppb (ug/l). Uzyskemaiki
przedstawiono na rys. 2.

Dyskusja wynikow

Realizupc cel pierwszego zatenia badawczego, oce-
niono stopié skazenia pléniami kiszonek, spoarizonych
w postaci sprasowanej runakbwej, w 400 kg balotach
owinietych folia kiszonkarsk; bez dodatku oraz z dodat-
kiem preparatu bakteryjno-mineralno-witami-nowego.

We wszystkich gospodarstwach, w ktérych prowadzono
badania, kiszonki kontrolne zawieratyednio 1,1 x 1t

doswiadczalnych z dodatkiem badanego preparatu, przegli.k. plesni/lg, a ich jaké¢ okreslano jako miern, zadawa-

stawiono w tab. 2.

lajaca lub dobr. W tych kiszonkach obserwowano wyst

We wszystkich gospodarstwach ekologicznych, w ktépowanie pléni, co wskazywatoby na &dly popetnione w

rych prowadzono dwiadczenia, kiszonki kontrolne, wy-
konane bez dodatku preparatu, pore byly ogniskami
plesni. Pobrane z nich probki @il poddano wielostop-

procesie ich produkgciji.
Na podstawie wynikéw badacytowanych w literaturze
i bada wtasnych, wiadomoze kiszenie runigkowej z do-

niowemu oczyszczaniu od innych drobnoustrojéw tlenodatkiem kultur starterowych bakterii fermentacjiekbwej,

wych i beztlenowych, znajdagych se¢ w kiszonym mate-

zawierajcych wyselekcjonowane szczepy homo i hete-

riale raslinnym, w celu otrzymania czystych kultur, zgodnie rofermentatywnych bakterii z rodzaliactobacillus przy-

z przygta metodylk mikrobiologiczry. Prowadzono ho-
dowle pléni stosujc selektywne dla ich rozwoju podia
Czapka i Sabourauda, a rgwtie okrélono cechy morfo-
logiczne oczyszczonych jednorodnych kultur, przgtaa

czynia s¢ do zwkkszenia jakéci i stabilngci tlenowej ki-
szonek, hamuje rozwoj mikroorganizmow tlenowychk-ba
terii, drazdzy i plesni [1, 8, 13, 20].

Zgodnie z drugim zal@niem badawczym, okéleno

sowaniu metod analizy makroskopowej i mikroskopowejwptyw dodatku preparatu bakteryjnego uzupemioneie-

Wszystkie wyizolowane i oczyszczone kultury 4plie zi-
dentyfikowano jakoAspergillus flavusvediug metod opi-
sanych w kluczu do oznaazseystematycznych [4].

Na rys. 1 przedstawiono obraz mikroskopowy (pwi
szenie 400x), wyizolowanej czystej kultury fie Wi-
doczne s konidiofory uformowane na kKwmach strzpek
plechy, zakéczone gtéwkami konidialnymi charaktery-
stycznymi dla gatunkispergillus flavus.

W celu potwierdzenia zdoldoi do syntezy aflatoksyn
przez wyizolowane z kiszonej runjkowej plénie, wyko-
nano w warunkach laboratoryjnych sadadczenie mode-
lowe. Probki czystych kultur pdai, oznaczone numerami
od 1-6, hodowano przez dwie doby w optymalnych waru
kach (temperatura 30, podize Czapka) dla rodzaju
Aspergillus Po uplywie tego czasu, oznaczano zawarto
aflatoksyny B i sumy aflatoksyn B B,, G; i G,, wytwa-
rzanych przez badane phée i wydzielanych do podia

szank mineralno-witaminow na ograniczenie rozwoju za-
rodnikdw pléni w czasie kiszenia runakowej, a zatem
obnizenie stopnia skenia kiszonek pkmiami w tym tok-
synotwarczymi.

W kiszonkach déwiadczalnych, spoedizanych w po-
dobnych warunkach technicznych jak kiszonki komtegl
nie obserwowano wygbowania ognisk pkni. Ewentualne
popetniane kidy przy produkcji tych kiszonek, zostaty wy-
eliminowane w efekcie dziatania dodatku kultur tteo-
wych bakterii fermentacji mlekowej, ktére hamowabz-
woj mikroorganizmow tlenowych.

Wyselekcjonowane szczeplactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis Lactobacillus buchnenvchodzce w
sktad kultury starterowej preparatu bakteryjnegdkazyp
zdolnaci biosyntezy enzyméw poprawigych wartdé
pokarmowy kiszonek oraz zdolé syntezy metabolitow
hamupcych rozwéj pléni [7, 8, 13, 20].

Tab. 2. Poréwnanie waida pokarmowej zielonki oraz kiszonek wytworzonyokzh z dodatkiem preparatu bakteryjno-

mineralno-witaminowego

Table 2. Comparison of nutritional value of greedder and silages made without and with additividsaeterial-mineral-

vitamin preparation

Srednia za- Srednia zawart& w suchej masie,%
Rodzaj paszy wartcs¢ su- . . .
chej masy.% Biatka ogdlnego widkna surowech tluszczu surowego
Zielonki z runi hkowej 36,8 14,2 26,4 3,0
Kiszonki bez dodatku preparatu 36,2 14,0 26,2 3,2
KISZQI’]KI z dodgtklgm prepargtu pakteryjnega 372 24.2 33
i mieszanki mineralno-witaminowej 15,2

Oznaczenie zawaroi biatka ogélnego, widkna surowego i ttuszczu surawegnetod analizy w bliskiej podczerwieni z za-

stosowaniem aparatu Infratec
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Rys. 1. Obraz mikroskopowy (400x) konidioforéw pgkami konidialnymi typowymi dla pkmi Aspergillus flavus
Fig. 1. Microscopic picture (400x) of conidiophorgih conidial heads, typical for Aspergillus flasszmould
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zawart@¢ aflatoksyny B1M zawartg¢ sumy aflatoksyn

Oznaczenie zawaroi aflatoksyny B i sumy aflatoksyn B B,, G,, G, — metod immunoenzymatyczn(testy-
RIDASCREEN r-biopharm) [12]

Rys. 2. Zawart& aflatoksyny Bi sumy aflatoksyn w ptynie po hodowli gl Aspergillus flavusvyizolowanych z kiszo-
nek kontrolnych
Fig. 2. The content of aflatoxin, Bnd total aflatoxins in post mould culture liquisolated from control silages

Kiszonki z dodatkiem preparatu bakteryjnego charakt Plesnie wyizolowane z kiszonek kontrolnych, wykona-
ryzowaly sé bardzo doby jakoscia ocenionm wedtug skali nych bez dodatku preparatu, po oczyszczeniu odchmny
Fliega-Zimmera, wysza zawartdcia biatka i nizsz zawar-  mikroorganizméw, zidentyfikowano na podstawie ozmac
toscia widkna oraz obrioma o dwa rzdy wielkasci zawar-  nia ich cech morfologicznych jako nalee do gatunku
toscia j.t.k. plesni w 1 g kiszonek, w stosunku do kiszonek Aspergillus flavuso zdoIngci do wytwarzania aflatoksyn.
kontrolnych.
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Whioski

1.

W wyniku procesu kiszenia runakowej, stymulowa-
nego dodatkiem preparatu bakteryjnego i mieszariki m

ity and aerobic stability. Finnish Journal of DaBgi-
ence, 53, 173, 1996.

Metoda enzymatyczna oznaczania kwasu octowego.
Test-UV Boehringer Mannheim.

neralno-witaminowej, otrzymano kiszonki charaktery-[10] Metoda enzymatyczna oznaczania kwasu mastowego

zujace st bardzo dohy jakascia — 95-100 punktéw we-
diug skali Fliega-Zimmera, wydion stabilndcia tle-
nowa do 11 dni i obniom iloscia plesni.

Wyizolowane z kiszonek kontrolnych gtee, zidenty-

fikowano na podstawie ich cech morfologicznych jako

nalezace do gatunkuiAspergillusflavus o zdolndgci do
wytwarzania aflatoksyn.

W wyniku 48 h hodowli wyizolowanych z kiszonek ple-
$ni Aspergillus flavussrednie zawartéci w ptynach po-
hodowlanych aflatoksyny B sumy aflatoksyn wynosi-
ty odpowiednio: 4,35 ppb (ug/l) i 13,78 ppb (ug/l).

Praca zostata wykonana w ramach hiagiawadzonych

na rzecz rolnictwa ekologicznego, dotowanych pidiéz-
sterstwo Rolnictwa i Rozwoju WSsi.
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