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Abstract

This work is about silage contaminated with slugs (Arion lusitanicus). The hypothesis was:
Do slugs affect the nutritional value and hygiene quality of silage? During the winter season
2007/2008 silages were discarded in big amounts due to the contamination of slugs. Both the
Swedish Farmer Association (LRF) and the National Veterinary Institute (SVA) received
phone calls from farmers and animal owners about contaminated silage. The Swedish
University of Agricultural Sciences (SLU) and SVA decided to initiate this project as a master
thesis. The experiment was performed in Uppsala at SLU Kungsangen research centre and at
SVA. The slugs were collected from an affected area in Horred in the southwest parts of
Sweden and brought together with unaffected grass wilted to two different dry matters (DM),
35 % and 65 %. The lower DM was also treated with an additive. Three different levels of
slugs were mixed up in each DM level and completed with a control group. Each treatment
was made in triple. Total numbers of silage samples were 36. The results pointed out that the
slugs contained lactic acid bacteria and content of lactic acid were higher in silage containing
slugs compared to controls (no slugs). Eneterobacteria, spores of Clostricium tyrobutyricum
or moulds did not increase in silages with slugs added. The yeast count tended to increase at
the highest addition of slugs. The general conclusion is that the addition of slugs to grass did
not deteriorate the silage quality in this study.

Sammanfattning

Detta examensarbete baseras pa en studie av ensilage av vallfoder blandat med spansk
skogssnigel (Arion Lusitanicus). Fragestéllningen var: Har inblandningen av sniglar i ensilerat
vallfoder nagon inverkan pa ensilagets naringsinnehall och betydelse for dess hygieniska
kvalité? Under vintersdsongen 2007/2008 kasserades ensilage kontaminerat med sniglar for
stora summor i Sverige. Bade Lantbrukarnas riksforbund (LRF) och Statens
veterinarmedicinska anstalt (SVA) fick ta emot telefonsamtal fran bekymrade lantbrukare och
djuragares angaende ensilage innehdllande sniglar. Ett samarbete mellan Sveriges
lantbruksuniversitet (SLU) och SVA togs fram for att undersoka fragestallningen och
resulterade i detta examensarbete. De praktiska undersokningarna har utforts pa Kungséangens
forskningscentrum vid SLU i Uppsala och vid SVA i Uppsala. Fran orten Horred i Hallands
lan i sydvastra Sverige insamlades spansk skogsnigel (Arion Lusitanicus). Dessa blandades
med snigelfri grénmassa fran Uppsala och torkades till tva olika torrsubstanser (ts) 35 % (lag)
och 65 % (hog). Den lagre ts-halten behandlades dven med tillsatsmedel (Iag ts bh). En
kontrollniva (0) utan sniglar och tre olika nivaer (1, 2 och 3) med sniglar tillsattes de tre
gronmassorna (lag, lag bh och hdg). De fyra behandlingarna upprepades tre ganger. Totalt 36
prover. Bade sniglar och grénmassa identifierades innan blandning. Kemiska analyser
genomfordes pa de tva grénmassorna och de tre ensilagen. Mikrobiologiska analyser
genomfordes pa de tva gronmassorna, de tre ensilagen och en mix av sniglar blandade med
snigelfekalier. De erhdllna resultaten visade pa att sniglarna sjalva innehdll mjélksyrabakterier
och att ensilage med sniglar innehdll mer mjolksyra &n kontrollerna. Halten av
enterobakterier, smorsyra sporer och mogel i ensilaget forhojdes inte genom inblandning av
sniglar till gronmassan. Halten jast 6kade dock nagot vid den hogsta inblandningen. Det gick
inte att med konventionella kvalitetskriterier for ensilage pavisa en forsamrad kvalitet i
ensilage som kontaminerats med sniglar i denna studie.



Introduktion

Under vintersdsongen 2007/2008 kasserades ensilage i de vastra och sydvéstra delarna av
Sverige for stora summor till foljd av att sniglar (Arion lusitanicus) kommit med in i fodret
vid skord och att ensilaget betraktats som obrukbart. Bade Lantbrukarnas Riksforbund (LRF)
och Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) fick ta emot manga samtal fran oroliga
lantbrukare angaende problem med sniglar i betesvall och i ensilage under sommar och host
2007 samt vintern 2008 (Eksvard, 2008; Hultén, 2008). Under varen 2008 genomforde LRF
en enkatundersokning for att kartldgga problemet som visade att vissa lantbrukare var helt
forskonade och andra mycket hart drabbade (Eksvérd, 2008). Institutionen for Husdjurens
utfodring och vard vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) bestamde sig for att undersoka
hygien och naringsinnehall i ett sadant ensilage i samarbete med SVA, vilket resulterade i
detta examensarbete. Hur paverkas naringsinnehallet och den hygieniska kvalitén i ensilage?
Litteratur som beror kvaliteten av ensilage som kontaminerats med sniglar har inte statt att
finna. | detta examensarbete insamlades vilt levande sniglar fran falt for att inblandas i
gronmassa med tva olika torrsubstans halter (35 % och 65 %) och med tre nivaer med olika
antal sniglar samt kontroller (0 sniglar). Proverna skedde i triplikat, totalt producerades 36
ensilageburkar.

Litteratur

Sniglar och snackor

Spansk skogssnigel, Arion lusitanicus

| Sverige finns 22 snigelarter och av dessa ar 12 tillférda den svenska faunan fran andra
lander (introducerade) (v. Proschwitz, 1989; 2008). Snigel- arten Arion Lusitanicus (AL) (bild
1) ar en introducerad art och hor till slaktet blotdjur och saknar skal till skillnad fran snackor.

Bild 1. Vuxen Arion lusitanicus.  Foto: Cathrine Haaga

Artens svenska namn ar Spansk skogssnigel och gar aven under trivialnamnet mordarsnigel,
pa grund av sin glupska aptit. AL registrerades forsta gangen i Sverige 1975 (v Proschwitz,
1996). | dagslaget finns arten rapporterad fran sodra delarna av Sverige upp till Dalalven samt
enstaka fall fran norra delarna av Sverige. De sydvastra delarna ar mer representerade &n
évriga delar av riket, framst omraden runt storstader och storre samhallen. Pa senare tid har
rapporterats om forekomst av AL i félt (Eksvérd, 2008; Hultén, 2008). De dvriga nordiska
ldnderna Norge, Danmark och Finland rapporterade sina forsta fall av AL 1988-1994 (v.
Proschwitz, 2008). Spridning av arten har med storsta sannolikhet skett via manniskan genom,
plantor, jord, tradgard till tradgard och tradgard till aker. AL &r robust, extremt talig, har stor

4



reproduktions hastighet, ett aggressivt at- beteende och ar invasiv (v. Proschwitz 1992). Artens
livscykel kan sdgas borja pa hosten da i stort sett alla vuxna individer dor och endast mycket
unga juveniler dverlever genom att grava ned sig och évervintra i jordhalor pa 10-20cm djup
(Grimm, 2001; v. Proschwitz, 2008). Pa varen, april-maj, vid en temperatur runt +4° C
stimuleras sniglarna till aktivitet och blir sexuellt aktiva. AL &r sjalvbefruktande
(hermafrodit), men kan &ven utbyta spermiepaket med egna artfrander eller annan snigel- art,
exempelvis svensk skogssnigel och producera hybrider. Varje individ kan producera upp till
400 agg under sin livstid (en sommar), 10-30 &gg laggs vid varje dgglaggning vilket sker i
omgangar. Aggen klacks efter 4 veckor och efter ytterliggare 4 veckor ar snigeln fullt
utvecklad och kan reproducera sig. En individ ger i genomsnitt upphov till tva generationer
under en sommar. Faktorer som paverkar snigelns och dggens éverlevnad ar fuktighet (maste
ha fukt annars torkar de ut), temperatur (vid strdng kyla fryser de ihjél), torka (torkar ut och
dor), markens beskaffenhet (sand och lera &r ogynnsamt, for torrt respektive for kompakt) och
fiender (faglar, skalbaggar och karnivora sniglar). | Sverige bekdmpas AL med kemiska
bekampningsmedel som Ferramol (jarnllifosfat) och andra lander tillats d&ven metaldehyd och
carbamat (salufors som pellets) (Speiser 2002). De tva sistnamnda preparaten ar aven giftiga for
faglar, daggdjur, fiskar och andra vattenlevande organismer (Mellgvist, 2008). Andra metoder
for att hejda invasion av AL ar att lamna 20cm stubb vid skérd och darmed skapa en torr och
ogynnsam miljo, korta rotationsintervaller pa vallar och grodor. Jordbruksverket har i
samarbete med Hushallningssallskapet Sjuharad genomfort experiment med olika typer av
stranglaggning av slagen vall i kombination med olika tork- tider (Mellqvist, 2008). | vart
vastliga grannland Norge ar problem med AL mycket stora och omradet Bergen har varit
mycket hart drabbat enligt Haukeland (2008). Laborativa experiment har utforts med
rundmaskar (nematoder, Phasmarhabditis hermaphrodita) for att begrénsa antalet sniglar
(Wilson et al., 1993; Speiser et al., 2001; Grimm, 2002; Haukeland, 2008). Nematodernas
inverkan gor att sniglarna slutar ata och svélter ihjal och har en fatal inverkan framst pa unga
individer av arten. Andra arter av sniglar kan bli angripna av nematoderna da de inte ar art-
specifika och pa lang sikt kan den biologiska mangfalden paverkas negativt (Morand et al. 2004).
| Hollandska forsok har Ester (2008) kunnat pavisa att saponiner har motverkande effekt pa
Golden Apple Snails (GAS), en snéck- art som forkommer i Sydamerika. | dvrigt foresprakar
Haukeland (2008) barriérer, regelbunden kultivering, insamling och féallor samt information
for att hejda AL:s framfart. Vid studier genomforda i Holland i grodan sockerbeta var antalet
sniglar fangade med féllor 5 till 125 vid varje fangsttillfalle under perioden borjan pa mars till
den forsta juni och vikten hos sniglarna varierade mellan 0,069 till 0,70g (Ester, muntligen
2008).

Bakterier hos sniglar och snackor

Fa studier ar gjorda pa bakterier fran mag- och tarmkanalen hos sniglar och snackor och
resultaten skiljer sig mellan arter och geografisk harkomst (Charrier et al., 2006). Charrier et
al. (2006) fann att den genomsnittliga mangden bakterier i mag- och tarmkanalen uppgar till
5,10° CFU g™ (koloni- formade enheter per gram). Den geografiska harkomsten visade p&
skillnader i bakteriefloran hos den é&tliga sndckan Vinbergssnackan (Helix pomatia). Den
svenska arten innehdll bakterier som Buttiauxella, Citrobacter och Kluyvera, men saknade
Enterococcus, Enterobacter och Obesumbacterium vilka har aterfunnits hos den franska. En
riklig forekomst av enterobakter iakttogs hos den franska varianten av H. pomatia, medan
streptokocker representerade ett lagre antal speciellt hos den svenska arten av H. pomatia.
Bada inneholl rikliga mangder av Lactococcus, vilket inte &tliga snack-arten Cornu aspersum
gjorde. Bakterier hos C. aspersum inneholl en blandning av ovan namnda samt Raoultella och
Clostridium (Lesle et al., 1990; Watkins and Simkiss, 1990). Studier har visat att sndckornas
bakterieflora kan degradera och fermentera huvudkomponenterna hos vaxter som l6sliga
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sockerarter och polymerer, dock ej bryta ned bestandsdelar fran svampar (Charrier et al.,
2006). | digestionskanalen hos H. pomatia fanns bakterier som kunde fermentera
arabinogalactan och/eller starkelse (Fransk) eller pektin (Svensk). Till skillnad fran snigeln A.
L. (v. Proschwitz, 2008) kan inte de &tbara snackorna H. pomatia och C. aspersum bryta ned
cellulosa (Charrier et al., 2006).

Potmac horse fever (PHF) &r en sjukdom som drabbar hastar pa bete i de norra delarna av
Kalifornien (Reubel et al., 1998). Resultat fran tva studier fran norra Kalifornien pekar pa att
sjukdomen, med storsta sannolikhet, orsakas av bakterien Ehrlickia risticii (Barlough et al.,
1998; Reubel et al., 1998). Gruppen av bakterien ar oftast férknippad med fastingar och
orsakar influensa liknande symtom som feber och huvudvérk samt reducerar antalet vita
blodkroppar (leukocyter), bakterierna orsakar &ven leverskador (Brock et al., 2006). |
Kalifornien har bakterien E. risticii har kunnat pavisas hos vattenlevande snackor (Juga spp)
(Reubel et al., 1998). Fran det omradet dar hastar betat och insamling av snackor gjorts kunde
sekvensanalysen av gener fran kallorganismen med E. risticii uppvisa identiska gener med E.
risticii stam hos hast. Vattendragen dar snackorna insamlades var lokaliserade pa betesmarker
dar drabbade hastar betat. Analys av de undersokta generna indikerade pa narvaro av
geografiska kluster av E. risticii stammar. DNA fran E. risticii har aterfunnits i hogre grad i
sekretionen fran farksvatten-snackor, an fran hela eller delar av dessa. Eftersom DNA fran
hela snackan aterfinns i sekretionen ar bakterie-DNAt sannolikt utspatt. Vad snackan spelar
for roll i bakteriens livscykel ar &nnu oként. Av 57 studerade vattenlevande snéckor (Juga
spp) bar 3,5 % pa E. risticii (Barlough et al. 1998). Inget bakterie-DNA har aterfunnits i
vavnad fran snackorna. Det ar tankbart att hastar kan bli exponerade for E. risticii genom att
konsumera vegetationen dar en vardorganism finns eller att dricka vattnet pa bete. Nar
snackor exponeras for temperatur over 22° C frigdr trematoder i larvstadium (virgulate
cercariae) barandes pa E. risticii (Reubel et al., 1998). | vattnet kan sannolikt infekterade
trematod-larver finnas efter det att snackor utsondrat dessa efter en varm period. Den
sasongsbundna uppkomsten av PHF under tidig var, sommar och tidig host skulle saledes
kunna forklaras. Om snéckor spelar en roll i trematodernas livscykel bér dven andra snack-
arter vara involverade.

Snackor som varddjur for parasiter

Parasiterna stora och lilla leverflundrans livscykler paminner mycket om varandra dar bada
maste ha en sniacka som mellanvérd, sumpsnécka respektive landsnacka (Hegrestad, 2008;
Rudby-Martin, 2008). Den lilla leverflundran behdver dessutom en myra som mellanvéard
under sin livscykel. Bada parasiterna kan infektera manga arter: far, nétkreatur, vilda idisslare
och hare. Ytterliggare ett potentiellt varddjur for stora leverflundran dar hast. Symtom som
forkommer hos vérddjuren ar nedsatt tillvaxt, diarré, blodbrist, mindre mjélkméngd och
nedsatt aptit, hos far a&ven 6dem i kaftgropen. Néar det galler stora leverflundran kan det ta upp
till fyra manader innan infektion kan pavisas fran det att djuret smittats. Ytterliggare bevis pa
forekomst av parasiten kommer som regel fran slakteriet med anmarkning eller kassation av
levern vid slakt (Rudby-Martin, 2008). Av samtliga slaktade kor i Sverige under 2007 hade 3
% anmaérkning av stora leverflundran och 4,8 % anmarkning av lilla leverflundran (Hegrestad,
2008). Mellan aren 2005 och 2007 har anméarkningsfrekvensen for ko och stut 6kat med 10 %
respektive 27 % for bada typer av leverflundror. Hegrestad (2008) menar att den
anmarkningsfrekvensen beror i hdg grad pa typ av betesmark. Den lilla leverflundran blir
vanligare pa torra betesmarker och den stora leverflundran verkar minska pa sanka marker.
Aggen fran lilla leverflundran kan 6verleva i manader i torra betesmarker och ar darmed svéra
att sanera bort. Den lilla leverflundran férekommer mest i de Ostliga delarna av Sverige,
medan den stora leveflundran ar vanligare i de véstra och sydvastra delarna (Rudby-Martin,
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2008). Eftersom sumpsnéckan trivs pa blota och sanka marker har rekommendationerna varit
att lata djur beta pa torra betesmarker, men med mycket blota betesmarker under 2007 staller
Rudby-Martin sig fragan om radande normer racker till. Vidare befaras att om
betessédsongerna blir langre, varmare och blétare kan detta gynna den stora leverflundran och
refererar till Storbritannien/Irland som hittills varit hardare drabbat an Sverige.

Konservering av gronmassa

Vid konservering av gras tillampas tva olika metoder, hobargning eller ensilering med olika
torrsubstans (ts)-halter (Sporndly et al, 1988). Den forsta metoden innebar att torka
gronmassan till en torrsubstans (ts)-halt pa 80-85% for att sedan samla ihop det i balar eller
rullar. Den andra metoden &r att konservera, ensilera, gronmassan till ensilage genom
fermentation med hjélp av mjolksyra. Ensilering sker vid ts-halter mellan 15-50 %. Den
senare metoden gor det majligt att kunna béarga gronmassan under samre vaderforhallanden an
vad som kravs vid den forsta metoden som i regel kraver uppehall och sol under en langre tid.
Ensilage avsett for ndtkreatur har som regel lagre ts-halt, runt 35 %, an vad hdsilage avsett for
héastar har, runt 60 % (Mdller, 2005). Pa senare ar har ensilage blivit vanligare som ett
fodermedel till hast. Fordelar med ensilage i jamforelse med ho &r att halterna av damm och
mdogelsporer ar lagre. Vid feljasning av ensilage genom bakterietillvéxt av Klostridier kan
giftet (toxinet) botulin bildas (Brock, 2006). Botulin &r ett nervgift som ofta har en fatal
utgang och hastar ar mycket kéansliga for sma mangder av toxinet (Sjaastad et al., 2004;
Brock, 2006). Genom att analysera ensilaget kan kvaliteten bedémas (Hallén-Landin et al.,
2004). Detta gors genom kemiska och mikrobiologiska analyser och kallas gemensamt for
hygienanalyser. De kemiska analyserna inbegriper olika parametrar som pH, mjolksyra,
lattflyktiga fettsyror, etanol, ammoniumkvéave, socker (water soluble carbohydrates, WSC),
kvave bundet till amylas (amylase detergent fibre, ADF-N) och nitrat. De mikrobiologiska
analyserna bestar i regel av odling av mjolksyrabakterier (lactic acid bacteria, LAB),
klostridiesporer (sporer av Clostridium tyrobutyricum), enterobakter, jast och mogel. Enligt
Wilkinson (1999) kan héalsoproblem hos djur orsakat av grovfoder indelas i tre kategorier:
oonskade mikroorganismer (listeria, enterobakter, klostridier och mogel), odnskade kemiska
substanser (toxiner) samt dverskridande halter av syror och andra metaboliska storningar.

Fermentation

Vid fermentation av gronmassan sker en syrefri konservering (McDonald et al., 2002). Den
slutliga fermentations- produkten, ensilaget, beror pa den ursprungliga grodan, néarvaro och
tillganglighet av naringsdmnen, temperatur och pH-véarde samt narvaron av mikroorganismer.
Vid en fermentation dar mjolksyrabakterier har den mest gynnsamma situationen reduceras
pyruvat till mjolksyra (Brock, 2006). Vid fermentation dér jast har den mest gynnsamma
situationen reduceras pyruvat till etanol och frisattning av koldioxid.

| den sonderhackade gronmassan frigors saft fran vaxterna och blir snabbt tillgangliga for
mjolksyrabakterier vilka producerar mjélksyra och attiksyra (McDonald et al., 2002). De tva
syrorna gor att pH snabbt sjunker i ensilaget. Mjolksyrabakterier fermenterar naturligt
forekommande socker, huvudsakligen glykos och fruktos, till syror framst mjolksyra. Den
Okade produktion av syra bidrar till 6kad méngd vatejoner och dérmed en allt surare miljo,
lagt pH, dar andra typer av bakterier som forekommer i gronmassan forhindras, inhiberas, i
sin aktivitet. Det kritiska pH-vardet vid vilket inhibering sker varierar med grénmassans ts.
Vid en lag ts-halt kravs att mer mijolksyra bildas och ett lagre pH for att inhibera
bakterieaktiviteten &n vid en hogre ts-halt dér avsaknaden av vatten bidrar till att hdmma
bakterietillvaxten. Det ar svarare att na det kritiska pH-vardet hos gronmassa med hdog
buffertkapacitet (Bk). En gronmassa med en ts pa 200g/kg och ett pH-varde runt 4,0 ar
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tillfredsstallande konserverat, sa lange som silon ar lufttat. Skulle syre ater skulle komma i
kontakt med gronmassan kommer otnskad mikrobiologisk aktivitet att 0ka, vanligen forst
genom tillvaxt av jast sedan dven av mdogel och bakterier. Gronmassan kan komma att
omvandlas till oanvandbar, odtlig och ibland giftig produkt. Genom att inte gynna oénskade
mikroorganismer som Klostridier och enterobakter kan odnskade fermentationsprodukter
undanréjas. Dessa mikroorganismer kan inhiberas genom att stimulera tillvéxten av
mjolksyrabakterier. Detta kan goras genom att anvanda kemiska tillsatsmedel, tillsats av
utvalda mjolksyrabakterier eller genom tillsats av [ampligt substrat.

Respiration och protolys

Nar grénmassa slas aktiveras enzymer som finns i vaxtmaterialet (McDonald et al., 2002).
Respiratoriska och protolytiska processer ar av stor vikt och paverkar naringsvardet i det
slutliga ensilaget. Den respiratoriska processen (cellandning) avger koldioxid och vatten da
kolhydrater, bl.a. hexos, oxideras. Koldioxid och vatten évergar vanligen till luften. Denna
forlust av kolhydrater kan resultera i en uttdmning av substrat som under fortsatt fermentation
mojligen far negativ effekt. Respirationen pagar sa lange det finns bade syre och substrat
narvarade och sa ldnge véxtenzymerna ar aktiva. Den enklaste metoden att begransa
respiration ar att fa en sa syrefattig miljo som mojligt vid skord. | den oslagna gronmassan
uppgar det totala kvaveinnehallet till 75-90 % som protein. Efter skord sker en snabb
protolytisk process dar peptidbindningar hydrolyseras och efter ett par dagar pa falt for
torkning reduceras proteininnehallet med 50 % (McDonald et al., 2002). Méngden degraderat
protein beror pad véxtens art, ts-innehall och omgivande temperatur. Nar val grodan ar
ensilerad fortloper degraderingen, men avtar da vardet pa pH sjunker. Produkterna efter
protolysen &r aminosyror med varierande langd. Vidare nedbrytning sker genom
vaxtenzymer, men detta bor beaktas som begrénsat. Den huvudsakliga nedbrytningen av
aminosyror i ensilaget sker av mikrobiell verksamhet.

Mikroorganismer

Pa vaxande groda ar syrekravande (aeroba) bakterier, svampar och mogel de dominerande
mikroorganismerna, sa kallad faltflora (McDonald et al., 2002). Vid lagring under syrefattiga
(anaeroba) forhallanden ersatts dessa av andra typer av bakterier, svampar och maogel, sa
kallad lagringsflora. Dessa tillvaxer i anaeroba miljoer, exempelvis en silo eller en plastbal.
Bakterier som gynnas av anaerob miljo &r mjolksyrabakterier, klostridier och enterobakter.

Mijolksyrabakterier (Lactic acid bacteria, LAB)

Mijolksyrabakterier, ofta forkortat LAB efter engelskans Lactic Acid Bacteria, aterfinns
naturligt pa den véxande grodan i litet antal, men forokar sig snabbt efter grodan slagits
speciellt da grodan hackats eller krossats (McDonald et al., 1991).

Né&r grodan ensileras tillvaxer mjolksyrabakterierna genom att fermentera de vattenlosliga
sockerarterna till organiska syror, huvudsakligen mjolksyra, vilket sanker pH (McDonald et
al., 1991). Aven aminosyror, vitaminer, puriner och pyrimidiner ar nddvéndiga vid en lyckad
fermentation (Brock, 2006). LAB forekommer dven pa bl.a. multnande vaxtmaterial och i
mejeriprodukter (Brock, 2006) och i fiskars indlvor (Vazquez et al., 2008). De ar Gram-
positiva stavar och cocci-formade bakterier. LAB ar fakultativt anaeroba (tillvaxer bade
anaerobt och aerobt) (McDonald et al., 1991; Brock, 2006) till skillnad fran andra anaeroba
bakterier som ar kanslig for syre (Brock, 2006). Inom LAB finns tva subgrupper,
homofermentativ och heterofermentativ, baserat pa vad de producerar vid fermentation av
socker. Den homofermentativa gruppen producerar endast en produkt, mjolksyra (Brock,
2006) och nyttjar hexos mer effektivt an den andra gruppen (McDonald et al., 1991). Den
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heterofermentativa gruppen producerar flera produkter, huvudsakligen etanol och koldioxid
men dven mjolksyra. Skillnaden mellan dessa tva grupper bottnar sig i narvaro/franvaro av
enzymet aldolas, ett nyckelenzym i glykolysen. Hos den heterofermentativa gruppen finns
inte enzymet narvarande (Brock, 2006).

Klostridier

Klostridier finns naturligt i jord, pa vaxande grdda, i ensilage och forekommer ocksa i godsel
(McDonald et al., 1991; Brock, 2006). Tidigare var uppfattningen den att dessa bakterier
ursprungligen fanns i tarmkanalen pa djur och manniskor och att forekomsten i jord skulle
vara en kontaminering av jorden fran godsel (fekalier). Senare uppfattning ar den att
forekomsten i tarmregionen skulle bero pa vegetabilier med jord pa skulle ha konsumerats.
Néarvaron av klostridier i ensilage &r sannolikt en kontaminering av jord eftersom antalet
klostridier pa den véxande plantan &r lagt. En alternativ kontamineringskélla skulle kunna
vara sorja och slam som skulle kunna innehalla signifikanta nivaer av bakterier i vilotillstand
(McDonald et al., 1991), sa kallade sporer (McDonald et al., 1991; Brock, 2006). Klostridier
ar grampositiva, sporulerande, stavformade och ofta rorliga bakterier som véxer under strikta
anaeroba forhallanden och fermenterar socker, organiska syror och proteiner (McDonald et
al., 1991). Fritt syre inhiberar deras tillvédxt och kan doda en del bakterier som inte &r i
sporstadium. Det finns dver 60 olika klostridier och endast sju av dem anses spela en
avgorande roll vid ensilering av gronmassa till ensilage. Klostridier kan delas in i tva
huvudgrupper:  saccarolytiska klostridier  (Clostridium  butyricum och Clostridium
tyrobutyricum) och protolytiska Klostridier (Clostridium bifermentans och Clostridium
sporongenes). Den forsta gruppen fermenterar mjolksyra och vattenldsliga sockerarter till
smorsyra (McDonald et al., 1991; Brock, 2006). Den andra gruppen fermenterar aminosyror
till ett flertal produkter bl. a. &ttiksyra, smorsyra, aminosyror och ammoniak. Naturligtvis
finns det undantag som bekréftar regeln da bakterier som Clostridium perfringens nyttjar bada
fermentationsvdgarna. Den mest isolerade forkommande Klostridien i ensilage ar C.
tyrobutyricum vars sporer kan overforas till mjolken och vid tillverkning av hardostar
astadkomma “blasta” (stora hal) ostar hos exempelvis Emmental och Grevé. C. tyrobutyricum
kan ha en ogynnsam inverkan pa fermentationen av ensilage, skapa stora forluster och skapa
stérningar i mejeriet nar den via yttre kontamination hamnar i mjolken (Julien et al., 2008).
Inom klostridie- sléktet finns &ven bakterier som producerar gift, Clostridium botulinum &r en
av dem (McDonald et al., 2002). C. botulinum producerar giftet botulin, vilket orsakar
sjukdomen botulism hos daggdjur. Fall av forgiftning hos bade not och hést har rapporterats,
aven om det ar ovanligt.

Klostridier aterfinns som sporer i aeroba miljoer och utvecklas och tillvaxer enbart under
strikta anaeroba forhallanden (Brock, 2006). Sporerna ar mycket motstandskraftiga mot
varme (motstar 150°C) och darmed svara att fa bort genom sterilisering och autoklavering.
Inte heller ultraviolett stralning, starka syror och baser, desinfektionspreparat och uttorkning
har effekt pa sporerna. Sporerna gar in i ett vilolage och kan vara dar mycket lange. Vilolaget
har studerats i laboratoriemiljo da sporer av Clostidium aceticum som varit 34 ar gamla
dvergatt i vegetativ fas (borjat vaxa och forokar sig). For att en spor ska bli aktiv igen kravs
tre steg: aktivering, groning och tillvéxt. Aktivering sker ofta i ndrvaro av aminosyror
speciellt alanin, och varme. Groning &r en snabb process pa nagra minuter med flera kemiska
processer. Bakterien vaxer till och delar sig till dess att miljon och naringstillgangen blir
sadan att bakterien borjar bilda en spor igen for att sékerstalla artens éverlevnad.

Klostrider tillvéxer bast vid ett neutralt till 1att basiskt pH (7,0-7,4) och Klarar inte att tillvaxa
under sura forhallanden. Ett pH runt 4,2 anses tillrackligt lagt i flertalet fall for att inhibera



tillvaxt i ensilage (McDonald et al., 1991). Klostridier behdver ocksa en vat miljo for aktiv
tillvaxt och ju vatare miljon ar desto lagre pH kan tolereras. Vid en ts pa 150g/kg kan de aven
tillvaxa i en sa sur miljo som pH 4. Deras tillvaxt ar ganska sa begransat vid en ts Gver
300g/kg, troligen sker total inhibering av tillvaxt vid en ts pa 400g/kg. | borjan av
ensileringsprocessen tillvaxer bakterier i ensilaget, daribland klostridier. Dessa kan till
skillnad fran flertalet andra bakterier aven tillvéxa i senare stadium under ensileringen och
deras metaboliska produkter borjar uppsta i mer moget ensilage. Tyvarr ar det en dalig
korrelation mellan antalet sporer och klostridiernas fermentations-produkter som smaorsyra
och ammoniak. Detta ar ingen Overraskning eftersom produkterna produceras av véxande
(vegatativa) bakterier och inte sporerna! Darfor ar den basta metoden att pavisa sporer fran
klostridier att anvanda mikrobiologiska analyser. Groda med lagt ts, lagt WSC- innehall och
hdg buffertkapacitet i kombination med fordrojd forslutning av silon och temperatur runt
37°C, vilket ar optimal temperatur for tillvaxt for flertalet klostridier, ger en ytterst gynnsam
milj0 for klostridier. Temperaturer upp till 50°C har visat sig favorisera klostride-
fermentation, medan temperatur runt 20°C framjade mjolksyra- fermentation. Om inte ett lagt
och stabilt pH kan upprétthallas kommer klostridierna att stimuleras och en andra
fermentation kommer att dga rum. En tillvaxt av klostridier ar inte 6nskvard i ensilage
eftersom de motverkar konserveringen av grédan genom att forstora mjolksyra vilket leder till
att pH hojs. Ett ensilage med pataglig méangd klostridier karaktariseras av hogt pH och hoga
halter av smorsyra, ammoniak och aminer (Driehuis och Oude Elferink, 2000).

Enterobakterier

Enterobakter &r vanligen forekommande i vatten och Kkloakvatten, likval normalt
forekommande i tarmkanalen hos maénniska och djur (slutet av tunntarmen och hela
tjocktarmen) (Brock, 2006). Enterobakter &r ofta patogena och framkallar sjukdomar, bland
annat i njurarna. Enterobakter finns dven pa yta som t ex. hud, munhala, respiratoriska organ,
digestionskanalen och urinorgan som exponeras for den yttre miljon. Normalt aterfinns inte
mikroorganismer i inre organ, blod, lymfan eller nervsystemet. P4 vaxande groda och i
samband med ensilage férkommer enterobakter i litet antal och har beskrivits som &ttiksyra-
bakterie eller coliform bakterie (McDonald et al., 2002).

Enterobakterier ar stavformad, flagell-16s, gram- negative bakterie som inte sporulerar (Brock,
2006). Det optimala vardet pa pH ar 7,0 for tillvaxt och enterobakterna ar vanligtvis aktiva
endast i tidigt stadium vid fermentation av ensilage da pH-vardet &r till favér och annu inte
hunnit sjunka (McDonald et al, 2002). Vanliga enterobakter som aterfinns i ensilage ar
Escherichia coli och Erwina herbicola. Tack vare dess medicinska betydelse har
enterobakter, i. g. E. coli, noga studerats och manga isolat har karaktariserats (Brock, 2006).
Tillvaxtsubstrat ar glukos och laktos med NH, samt mineraler som N, P, S, Mg**, Mn**, Fe*",
Ca”" och sparelement och vitaminer. Karaktaristiska for bakterien ar fakultativ aerobisk
metabolism (McDonald et al., 2002; Brock, 2006). Tillsammans med klostridier konkurrerar
enterobakterna om de vattenlosliga sockerarterna (McDonald et al, 2002). Enterobakterna
fermenterar sockret till en samling produkter inkluderande attiksyra, etanol och hydrogen
(McDonald et al., 2002; Brock, 2006). Likt klostridier kan de fermentera aminosyror.
Enterobakters huvudsakliga fermentationsprodukt & ammoniak (McDonald et al., 2002),
vanligen reducerar de nitrat (NOs3) till nitrit (NO;) (Brock, 2006). Vidare omvandlas nitrit till
ammoniak och andra nitrésa gaser (Driehuis och Ouede Elferink, 2000). De nitrésa gaserna
kan ha skadliga effekter pa lungvavnaden hos manniska och djur. Enterobakterna anvander
tvd véagar vid fermentering av socker och fermentationsprodukterna &r karaktériserande
(Brock, 2006). Den ena producerar huvudsakligen etanol, 2,3- butanediol, barnstenssyra,
mjolksyra, attiksyra, format, vatgas och koldioxid. Den andra producerar huvudsakligen de tre
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syrorna mjolksyra, attiksyra och barnstenssyra samt etanol, koldioxid och vétgas. | den
forstnamnda produceras dubbelt sa mycket koldioxid som vatgas i jamfort med den
sistnamnda fermentations-vagen.

Jast och maogel

Svampar som finns i jord och vegetation ar encelliga svampar (jast) och multicelluldra
filamentosa kolonier (mdgel) (McDonald et al., 2002). Jast som &r associerade med ensilage
ar exempelvis Candida, Saccharomyces och Torulopsis. | ensilage anses all nérvaro av jast av
ondo bade aerobt och anaerobt (Driehuis och Ouede Elferink, 2000). Under aeroba
forhallanden oxideras mjolksyra och pH hojs vilket mojliggor tillvaxt av oonskade
mikroorganismer. Under anaeroba forhallanden fermenteras socker till etanol och CO,. De
efterstravansvarda LAB har mindre socker att nyttja och 6nskad fermentation uteblir samt
lagringsforluster uppstar. Majoriteten av magel i ensilage ar strikt aerobt och ar aktivt pa ytan
av ensilaget (McDonald et al., 2002). Det finns manga olika mdgel och flera av dem
producerar giftiga substanser (mykotoxiner). Vanligen delas mdgelfloran in i faltflora och
lagringsflora. Vanligt férkommande mdogel i1 ensilage &r Penicillium roqueforti, Aspergillus
(clavatus, flavus och fumigatus), Fusarium (culumorum och crookwellense), Byssochlamys
nivea och Paecilomyces viriotii, flertalet av dessa ar mykotoxin-bildande. Relativ fa fall dar
mykotoxiner har identifierats som orsak till sjukdom hos djur som konsumerat ensilage eller
manniskor som hanterat ensilage. Detta kan bero pa att mikroorganismerna i vommen hos
idisslare har mojligheten att metabolisera en del av toxinerna som till exempel zearelenone,
ochratoxin och en del trichothecener. Aven om brist pa bevis pa orsakssamband foreligger,
utesluter detta inte majligheten till sjukdom pa subklinisk niva (McDonald et al., 2002). Hos
not metaboliseras mykotoxinet aflatoxin B1 till aflatoxin M1 med hjalp av levern och
utséndras till mjolken via blodet (Sjaastad et al., 2003). De bevis som finns dar mykotoxiner
har effekt pa fertiliteten, immunsystemet och nervsystemet ar nar djuret utsatts for
kontinuerlig och lang tids exponering (McDonald et al., 2002). Mdgel i ensilaget orsakar
dessutom lagre ndringsvarde och samre smaklighet (Driehuis och Oude Elferink, 2000).
Ensilage som exponerats for luft och fatt mogelangrepp bor inte utfodras till djur och
hantering av densamma bor ske med yttersta varsamhet (McDonald et al., 2002). Genom att
minimera exponerad ytan av ensilaget sa lite som mojligt vid uttag och snabb hantering far
mdogelsvampar sdémre chans att utvecklas. Ensilage producerat med tillsatsmedel som
begransar fermentationen, hogt pH och signifikant méangd av vattenlsliga sockerarter maste
betraktas med misstanksamhet. En del atgarder mot mogelangrepp éar tillsatser innehallande
organiska syror och deras salter.

Under hésten 2007 publicerades Broberg et al. en svensk studie dar forskarlaget hade isolerat
och karaktariserat antisvamp-substanser fran olika stammar av Lactobacillus plantarum i
ensilage. Studien som genomfordes gick ut pa att undersoka om kéanda antisvamp-metaboliter
producerade fran stammar av L. plantarum i vétskemedium &ven producerades av
motsvarande stammar i grasensilage. Stammarna producerade 3-fenylattiksyra, 3-
hydroxyfettsyror och diketopiperaziner. Det visade sig att 3-hydroxyfettsyrorna var de mest
potenta antisvamp-substanserna. Detta skulle kunna vara en lovande biokontroll for att halla
nere tillvéxt och sporbildning av organismer som forstor konserveringen t ex P. roqueforti
och A. fumigatus. Broberg et al. (2007) siar att framtida forskning pa grasensilage med
applicerade LAB som biokontroll i silor i praktiken kommer att skilja sig fran deras studie da
forutsattningarna troligen inte lika optimala pa grund av att tillvaxt-mediumet ej ar balanserat
och att totalt syrefri miljo ar svar att uppna.
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Vattenaktivitet, ay

Vattenaktivitet dr ett matt pa det vatten som ér tillgangligt for mikroorganismer i exempelvis
torkat foder. Vardet for a,, ligger mellan 0 och 1 (Brook, 2006). Rent vatten har ett a,, -vérde
pa 1,000. Bakterier kan overleva och tillvaxa vid varden ned till 0,750. Tillvaxt av
mogelsvamp ar mojlig anda ned till en a, pa 0,610. Vardet bor ligga under 0,7 i torkat
spannmal for god lagringsstabilitet. Klostridier ar mer kéansliga an LAB for 1agt a,, (Driehuis
and Oude Elferink, 2000).

Naringsforluster

Forluster av naringsdmnen i gronmassan och ensilaget kan ske pa olika satt genom bland
annat falt-, oxidations-, fermentations- och pressvattenforluster. | gréda som slas och ensileras
samma dag anses oxidationsforlusterna forsumbara, dven fortorkning inom 24 timmar har lag
forlust 1-2% (McDonald et al., 2002). Faltforluster uppstar ocksa pa grund av
skdrdemaskinens bristande formaga att ta upp all groda som slagits (Spérndly, 2008). Vid
fortorkning mer &n 48 timmar kan avsevarda mangder naringsamnen ga forlorade, beroende
pa vaderforhallanden och forluster pa 6 % och 10 % av ts- halten efter fem respektive atta
dagar har rapporterats (McDonald et al., 2002). De naringsamnen som paverkas mest ar
vattenlosliga kolhydrater och proteiner (hydrolyseras till aminosyror). Oxidationsforluster
uppstar med enzymatisk verkan vid narvaro av substrat (socker) och syre med koldioxid och
vatten som produkter. | en silo som snabbt fyllts och stdngts har det innestdngda syret i
vaxtmaterialet mycket liten betydelse och orsakar ts-forlust pa endast runt 1 %. Kontinuerlig
exponering som sker vid kanter och ibland i det dvre lagret leder till bildning av oatligt
komposterat material. Att mata forlusten pa dessa ytor kan vara missvisande da de upplevs
som stora, men i forhallande till sin volym &r forlusten liten. Energiforluster pa grund av
mjolksyrabakteriernas aktivitet ar lag. Ts-forlusten forvéantas inte Overstiga 5 % och
energiforlusten ar annu lagre pa grund av omlagring av kolhydrater till produkter med hogre
energikoncentration, sa som till exempel etanol. Vid fermentation dar klostridier och
enterobakter varit verksamma kommer naringsforluster att vara betydligt hogre pa grund av
produktion av koldioxid, vite och ammoniak. Forluster av ldsta naringsamnen sker via
pressaft. Mangden pressaft beror pa den ursprungliga texturen pa grédan, aven silons
utformning och beskaffenhet har inverkan. Pressaft innehdller sockerlosta kvaveforeningar,
mineraler, fermenterade syror. Vid en ts-halt i ensilaget pa 150g/kg uppstar som regel en
pressavattenforlust pa 10 % och en vid en ts-halt pa 300g/kg eller mer produceras mycket lite
pressaft, om nagot alls.

Klassificering av ensilage

Valkonserverat

McDonald et al., (2002), har foreslagit foljande klassificeringar av ensilage, naturligt
fermenterat och behandlat med tillsatsmedel.

Vélkonserverat ensilage, naturligt fermenterat: grasensilage med LAB som dominerat
fermentationen. Denna typ av ensilage karaktdriseras av lagt pH mellan 3,7 och 4,2 och
innehaller hog koncentrationer av mjélksyra. | grasensilage ligger mjélksyra inom 80-120
g/kg ts, hogre varden kan forekomma da grodan varit vat och haft hogt innehall av
vattenlosliga sockerarter. Ensilaget innehaller som regel laga halter av attiksyra och kan
innehalla spar av propionsyra och smorsyra. Varierande mangder av etanol och mannitol kan
forekomma genom aktivitet fran LAB och jast. Mycket lite vattenlosliga kolhydrater finns
kvar efter fermentation ofta mindre dn 20g/ kg ts. De kvaverika néringsémnena i
valkonserverat ensilage forkommer huvudsakligen i en 16slig icke-proteinform till skillnad
fran den som fanns i den farska grénmassan (mest av N i proteinform). En del nedbrytning
har skett av aminosyror under fermentationen, men bor vara mycket lag och likval da
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ammoniakhalten i ensilaget mindre &h 100g NH3-N/kg TN. Koncentrationen av bruttoenergi
ar hogre an i det ursprungliga materialet pa grund av den omfattande forandringen av
vattenlosliga sockerarter till foreningar med hogre energiinnehall som etanol. Vélkonserverat
ensilage dér torkning av grédan skett fore ensileringen gor att fermentationen minskar. |
sadant ensilage ar aktiviteten och klostridier och enterobakter minimal medan LAB tillvaxer.
Detta sker aven i groda upp till ts 500g/kg. Med sa torra grodor ar det svart att packa sa hart
att allt syre forsvinner och risk finns for att luft kommer in i en silo. Hogre ts ger hogre pH,
hogre varden pa WSC samt lagre varden pa fermentations syror. Fortorkning av groda
forhindrar inte proteolys, men sker behandlingen snabbt och under goda véaderforhallanden
kommer nedbrytningen av aminosyrorna att minska. Innehallet av bruttoenergi ar vanligen
lika som i det ursprungliga materialet.

Vélkonserverat ensilage med tillsatsmedel: Behandling med tillsatsmedel i ensilage delas ofta
in i tva grupper, en med stimulerande effekt pa tillvaxten av LAB och den andra med en
inhiberande effekt pa oonskade mikroorganismer (McDonald et al., 2002). Den forstnamnda
kan besta av tillsats av sockerrika material eller av inympningar av LAB och enzymer. Den
senare bestar ofta av syror for att snabbt sanka pH. Stimulans med melass har visat sig kunna
oka ts-halten och innehallet av LAB samt reducera pH och halten av ammoniak. | jamforelse
med obehandlat ensilage har tillsats av LAB till ensilage givit lagre pH, hdgre koncentration
av vattenlosliga kolhydrater och mjolksyra samt lagre halter av &ttiksyra och etanol. Genom
att tillsatta enzymer spjalkas hemicellulosa och cellulosa till vattenlésliga kolhydrater som
blir tillgangliga for LAB. Syror som myrsyra och propionsyra anvénds i Skandinavien och
tillsatts ensilaget for att fa ett snabbt fall av pH, garna under 4,0. Rekommenderad mangd &r
2,5-5 liter per ton farsk groda baserat pa ts. All mikrobiell aktivitet avstannar inte,
fermentation av LAB kommer att fortsdtta. Denna metod fungerar bra pa grodor med laga
nivaer av vattenlosliga kolhydrater som exempelvis baljvéxter och grs.

Daligt konserverat

Med ett daligt konserverat ensilage menas att fermentationen dominerats av klostridier eller
enterobakter eller bada (McDonald et al., 2002). Detta inkluderar inte ensilage som har
forstorts som ett resultat av lufttilltrade, ett sadant aerobt forsamrade material &r troligen
giftigt och bor aldrig utfodras till djur. Daligt konserverat ensilage ar allt som oftast
producerat av en groda som antingen har haft for hog vattenhalt eller innehallit laga halter av
vattenlosliga kolhydrater. Daligt ensilage produceras aven om grodan inte innehallit
tillrackligt med mjolksyrabakterier. Karaktaristiskt for ett daligt ensilage ar hogt pH (5,0-7,0)
aven vid lagre ts-halter. Vid hoga ts-halter & pH inte ett bra matt. Weissbach (1996) har
foreslagit en ekvation som teoretiskt anger vilket varde pH bor vara vid olika ts-halter for att
ensilagekvaliteten ska bedémas som bra, pH<(0,0257 * ts%) + 3,71. Ekvationen kan tillampas
pa ensilage mellan 15 och 50 % ts. | daligt ensilage produceras attiksyra eller smorsyra i
stdrre mangder &n i ett bra konserverat ensilage. LAB och vattenlésliga kolhydrater finns
narvarande i sma mangder eller uteblivit helt. Varde pa ammoniumkvéve ligger ofta dver
200g/kg TN. Med detta ammoniumkvave, som harstammar fran katbolismen av aminosyror,
finns andra nedbrytningsprodukter som aminer, ketosyror och fettsyror.

Naringsvarden i ensilage

Né&ringsvérdet i ensilage avgors i forsta hand av vilken groda som ensileras och i vilket
mognadsstadium den &r och i andra hand aktiviteten av plantenzymer och mikroorganismer
under skord och lagring (McDonald et al., 2002). Resultatet hos en fermenterad gréda,
ensilaget, 4r att det har en hogre bruttoenergi 4n den farska ursprungliga grodan. Okningen
blir dock mindre hos fortorkade och behandlade grodor. Andringen i bruttoenergin aterspeglas
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direkt i den omsattbara energin eftersom dessa produkter betraktas som fullstandigt smaltbara.
I jamforelse med ursprungsgrodan innehéller ensilaget mer ammoniumkvéve och fritt a-
aminokvave pa grund av nedbrytning av véxtens proteiner (proteolys). Proportionen av
potentiellt nedbrytbara kvéveforeningarna ar reducerad medan onedbrytbara kvaveforeningar
ar oforandrade. Sammantaget ger det en 6kning av kvéve som redan é&r tillgangliga for
vommens mikroorganismer och kommer snabbt att utnyttjas. Frtorkning och behandling med
myrsyra och formaldehyd av grodan kommer att minska proteolysen och ge ensilaget lagre
koncentration av ammoniumkvidve och o- aminosyrakvdve samt reducera hastigheten av
degraderingen av kvavefraktionerna. Anvandning av bakterier och enzymer som tillsatsmedel
kommer att oka proteolysen. Genom att tillgodose mikroorganismerna i vommen med
tillrackligt med energi kommer de att kunna utnyttja kvaveforeningar i hdgre hastighet och
darmed halla halter av ammoniak nere i vommen. | detta skede produceras det mikrobprotein
istallet, som kon kan tillgodogdra sig i hela digestionskanalen. P& detta sétt nyttjas ocksa
energin effektivare. Proteinets sméltbarhet i ensilage &r 75-85% (McDonald et al., 2002).

Hygienanalyser

Kemiska analyser

De kemiska analyserna baseras pa olika parametrar med uppsatta riktvarden, sammanfattade
av Sporndly (2003) och mer utforligt beskrivna av Hallén-Landin et al. (2004). Acceptabla
varden pa pH varierar beroende pa fodrets torrsubstans (ts) och tillganglighet pa vatten for
mikroorganismer, saledes kan ett torrare foder ha hogre pH-varde an ett vatare. For att
beddma om pH-virdet ar tillrackligt 1dgt kan ekvationen pH < (0,0257 * ts %) + 3,71
(Wiesshach, 1996) tillampas. Ett lagt véarde ar efterstravansvart for att hamma mikrobiell
tillvaxt. Mycket buffrande substanser i fodret, som t.ex. klver, gor att pH inte sjunker sa
mycket fastan mycket syra bildats. Den starkaste syran som bildas i fodret ar mjolksyra och
bildas av LAB. Den bidrar mest av alla syror till att pH sjunker. Normalvarden for fortorkat
foder ar 3-7 % av ts vid > 30 % ts och i direktskordat fodermedel med tillsatt myrsyra ar
vardet 8-12 % av ts. Varden Gver 12 % av ts har en hammande effekt pa foderkonsumtionen.
Ovriga syror som i regel detekteras ar:

e Attiksyra, bor ej dverstiga 3 % av ts (produceras av enterobakter), har en hammande
effekt pa jast-tillvaxt och vid 20-40 % av mjolksyra ger ett mer lagringsstabilt
ensilage.

e Propionsyra (bildas av propionsyrabildande bakterier), forekommer enbart i liten
omfattning bor ej dverstiga 1 % av ts, hammar jast- och mogeltillvaxt kraftigt, finns i
tillsatsmedel som exempelvis Promyr.

e Smorsyra (produceras av klostridier ex. C. butyricum och C. tyrobutyricum).
Sackarolytiska klostridier bryter ned kolhydrater och organiska syror (t. ex mjolksyra)
och bidar smorsyra. Proteolytiska klostridier bryter ner protein, peptider och
aminosyror till ammoniak och aminer och producerar iso-smorsyra. HOga halter
smorsyra och hogt ammoniak-tal (A-tal) indikation pa daligt fermenterat ensilage.
Fortorkning av gronmassan till minst 35 % ts &ar ett bra satt att hindra bakteriernas
aktivitet.

e Barnstenssyra aterfinns i gronmassa med 2,2 g/ kg ts, anvands som substrat i oxidativ
fosforylering, bildas normalt i ensileringsprocessen, produceras genom enzymatisk
aktivitet i gronmassan och genom mikroorganismer enterobakter (Escherichia) och
mjOlksyrabakterier (L. plantarum) (McDonald et al., 1991).

Etanol detekteras for att se om jastsvampar har tillvaxt under ensileringen. Bade LAB och
enterobakter kan producera etanol, men jast ar den enskilt storsta orsaken. Stora méangder
etanol ar over 1 % av ts. Hoga ammoniumtal (A-tal) over 12 % ammoniumkvéve (NHs-N) av
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totalkvdve, indikerar att grddans protein brutits ned av proteolytiska klostridier och
enterobakter. Gransvarde for A-tal i ensilage dr < 8 % bra, 8-12% mindre bra och >12%
daligt. Tillrackligt med socker i gronmassan ar en forutsattning for att mjolksyra ska kunna
bildas, darfor gors en analys av sockerhalten i gronmassan (Water Soluble Carbohydrates,
WSC) (Hallén-Landin et al., 2004). Det bor finnas minst 2 % socker i gronmassans farskvikt.
For att vara saker pa att socker inte varit en begransande faktor for mjolksyra- produktionen
kan det finnas skal att ocksa analysera WSC i det fardiga ensilaget. Fiberbundet kvave (ADF-
N) kan analyseras i ensilage for att avsloja om protein &r bundet till fiber, detta sker da
ensilaget tagit varme. Att ensilage tar varme &r vanligen orsakat av att luft fatt tilltrade och
gynnat aeroba mikroorganismer samt tillvaxt av jast och mdgel. Hoga sockerhalter,
fortorkning och syra- tillsatser av gronmassan gor att nitrat bryts ned i mindre omfattning &n
om forutsattningarna varit de omvénda. Nitrat ar en kvavefdrening som bryts ned till nitrit,
nitrésa gaser och ammoniak. Alla dessa ar ohalsosamma, under fermentationen kan dock
mattlig halt av nitrit ha positiv effekt eftersom den inhiberar tillvaxten av sporbildande
bakterier som exempelvis C. tyrobutyricum. Ensilage med nitrathalter éver 0,9 % av ts skall
aldrig utfodras. Varden upp till 0,44 % av ts i ensilage bor utfodras restriktivt, men halter
mellan 0,12 % och 0,25 % anses godtagbara (Sporndly, 2003).

Mikrobiologiska analyser

De mikrobiologiska analyserna kan variera beroende pa laboratorier och vad som efterfragas.
Analyserna kan utgoéras av sporbildande bakterier (baciller, klostridier), enterobakter,
koliforma bakterier, listeria, jast, mogel samt toxiner och LAB vid behov (Hallén-Landin et
al., 2004). Analyser utfors vanligen da ensilaget misstanks vara daligt efter en bedémning av
utseende, lukt och ett stdllningstagande om fodret ska anvéndas eller ej. De olika
parametrarna vags samman till en helhet och ligger till grund for att bedéma ensilagets
kvalitet. Flertalet analyser sker med odling pa plattor och resultaten presenteras i antalet
kolonibildande enheter per gram i enheten log Cfu/g (Colony Forming Units/g). | jord och
godsel forkommer sporbildande bakterier som baciller och klostridier som kan ha
kontaminerat ensilaget och tillvuxit. Antalet typer aeroba sporer ar fler i grasensilage an i
majsensilage och mjolk (Giffel et al., 2002). Ensilage &r bevisligen en kalla till
sporkontaminering av mjolk. For att forhindra kontaminering av mjolk bér den fermentativa
processen kontrolleras noga. Inom bacillus finns manga olika bakterier bl.a. Bacillus cereus
som kan ha negativ paverkan pa mejeriprodukters hallbarhet. B. cereus har dock ingen kéand
inverkan pa ensilagets kvalitet, vilket slakte Clostridium spp kan ha (se kapitlet om kemiska
analyser) (Hallén-Landin et al., 2004). Maxivarden i ensilage for sporer av baciller och
klostridier ar 10%g prov. L&ga varden under 10°-10%g prov av gramnegativa bakterier,
enterobakter, ar en indikator pa att ensileringen lyckats. Likt baciller och klostridier
forekommer enterobakter i godsel och jord. De koliforma bakterierna detekteras da mastit
férkommer onormalt mycket i en besattning, maxivarde i ensilage ar 10%g prov. Analys av
listeria monocytogenes (en grampositiv stavformig bakterie) i ensilage foranleds av misstanke
om tillvaxt efter det att djur insjuknat, varfor de sallan analyseras regelméssigt. Mycket jast i
ensilaget leder till naringsforluster och férbrukning av socker och myrsyra. Férekomst av jést
leder ofta till tillvdxt av mogel i ensilaget och vittnar om nérvaro av syre. Det & mer
meningsfullt att sékerstélla vilket mdgel som dominerar i provet &n att rdkna antalet eftersom
mogel har olika satt att sporbilda. I vallfoder &r antalet 10% g prov ett maximivarde for jast
och for mdogel ar galler motsvarande siffra men avser endast ho-prov (Sporndly, 2003).
Analyser utférda vid Statens veterindrmedicinska anstalt kategoriserar méngden mogel enligt
tillvaxten O-tillvaxt, mycket sparsam, sparsam, mattlig samt riklig i kombination med log-
varde (SVA, 2008). Mdgel har manga nackdelar exempelvis séankning av naringsvarde i
ensilage, allergiframkallande och upphov till férgiftningar genom toxiner (Hallén-Landin et
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al., 2004). Toxiner kan vara livshotande i mycket sma mangder och bildas av bakterier och
mogel. Analyser av LAB sker inte sa ofta eftersom aktiviteten ar liten i ett valfermenterat
ensilage dar konserveringen &r fullbordad och mikrobiell aktivitet &r avslutad. Som ett matt pa
LAB detekteras darfor mjolksyra, se ovan kemiska analyser (Hallén-Landin et al., 2004), och
ett varde mer &n 10%/g prov &r énskvart (Sporndly, 2003).

Pa grund av att fermentation med mjolksyra ar begransad vid hogre ts, kan inte brukliga
kvalitetsvariabler anvandas vid bedémning av ensilage (Maller, 2005). Indikationer pa ett
daligt konserverat ensilage dr dock hoga halter av.ammoniak och mdgel oberoende av ts.
Daremot bor inte ett hogt pH och laga halter av organiska syror anses som indikation pa dalig
konservering. Kvalitetsskillnader och skillnader i den mikrobiologiska kompositionen &r
ytterst sma i avseende pa olika ensileringssystem (McEnriy et al., 2008). Daremot paverkas
flertalet parametrar (dock ej smorsyra eller attiksyra) i ensilage av lagringstiden, jast okar i
takt med langre lagringstid (Muller et al., 2007).

Material och metoder

Till ensilering desinficerade 36 glasburkar (& 1500 ml) och lock med alkohol. | locken sattes
jasror. En rektangular plastlada rengjordes med vatten och diskmedel for transport av sniglar.
Sniglar hédmtades ett dygn innan preparering av ensilering-burkar. Insamling av spansk
skogsnigel skedde hos Bengt Johansson i Skogsakra, Horred i Halland den 29 maj 2008 pa
morgonen kl.06:15-07:15. Radande vaderlek var uppehall och molnfri himmel med sol som
borjat torka upp nattens dagg. Betesvallen blev putsad ett dygn innan insamling av sniglar
skedde. Vallens hojd var ca 15cm. En uppskattning av forekomst av spansk skogssnigel
gjordes i den putsade betesvallen. Sniglarnas forekomst var sa riklig och med sadan
regelbunden tathet att beslut fattades att insamling skulle ske dar man stod (plocka samtliga
sniglar) for att sedan forflytta sig tre steg i slumpmassig riktning och ater plocka (bild 2).

. o L]

P ‘Lg i
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Bild 2. Snigeltatheten i falt. Foto: Cathrine Haaga
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Bild 3. Transport-lada for sniglar. Foto: Cathrine Haaga
Det totala antalet insamlingsstallen uppgick till tio och den totala ytan utgjorde tio
kvadratmeter. Sniglarna insamlades tillsammans med grénmassa, huvudsakligen maskrosblad,
i en plasthink for att sedan Gverforas till en transport-lada med 6ppen topp over vilken ett nat
fastes (bild 3). Plastladan forseglades med tape och transporterades via Goteborg till SLU i
Uppsala samma dag som sniglarna insamlades. For identifiering av ratt art av snigel anlitades
Ted von Proschwich vid Goteborgs naturhistoriska museum. Tre sniglar éverlamnades for att
sakerstalla ratt art. Spansk skogssnigel separerades fran sin transport-gronmassa och
placerades i en glasburk med lock, avvikande sniglar och snéckor avlagsnades och placerades
I en annan glasburk. Tio slumpmassigt valda sniglar vdgdes och méttes varvid intervall,
medelvikt och medelldéngd rdknades ut. Den totala vikten av alla sniglar dividerades med
medelvikten och antalet sniglar erholls. Beroende pa sniglarnas ringa storlek antogs tre
stycken motsvara en normalstor snigel. Transportladan rengjordes med 1000 ml destillerat
vatten. Blandningen av snigelfekalier och destillerat vatten benamndes “fekalier”. Hela
sniglar, 17 sniglar/kg gronmassa, mixades tillsammans 25 ml med “fekalier” for mikrobiell
analys (jast, mogel, klostrider, enterobakter och mjolksyrabakterier). Mixen av sniglar och
“fekalier” bendmndes "mix”. Hela sniglar 5 stycken, och 40 ml "fekalier” frystes in -18 °C for
SVA:s andamal.

Gronmassa utgjordes av 75 % timotej och 25 % angssvingel och insamlades fran ett snigelfritt
omrade s6der om Uppsala den 30 maj, vilket motsvarar tidig skord. Gronmassan torkades till
tvd olika torrsubstanser (ts) 35 % (lag) respektive 65 % (hog). Tre ensileringsserier
genomfordes. En serie med ensileringsmedel promyr (6 l/ton) i ts 35 % (lag ts behandlad
(bh)), den andra serien utan ensileringsmedel i ts 35 % (lag ts) och den tredje serien utan
ensileringsmedel i ts 65 % (hdg ts). Gronmassa for respektive serie vagdes och “fekalier” och
promyr tillsattes, allt blandades i stora plastpasar ur vilka gronmassa senare togs for fyllning
av ensilageburkarna. Glasburkarna som representerade silos rymde 1500 ml. Volymen
motsvarade gronmassa fran ca %2 m2, 730g (35 % ts) respektive 550g (65 %). Proportionellt
mot denna yta uppgick antalet sma sniglar till 35, utifran detta halverades antalet sniglar tva
ganger. Inom varje ensileringsserie genomfordes fyra led av inblandning av sniglar (niva 0
kontroll = 0 sniglar, nival = 8 sniglar, niva 2 = 17 sniglar och niva 3 = 35 sniglar) (bild 4).
Alla led genomfordes i tripplikas, totalt producerades 36 ensileringsburkar (bild 5).
Gronmasseprov med 35 % ts och 65 % ts utan nagra tillsatser frystes in, saval resterande
sniglar och “fekalier”.
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Bild 4. Tre nivaer av sniglar till gronmassa med I&g ts, 1g ts bh och hég ts.  Foto: Cathrine Haaga

Bild 5. Ensilage-prover, kontroller och tre nivéaer av sniglar totalt 36 prover. Foto: Cathrine Haaga

Kemiska analyser gjordes pa grénmassan och de tre ensilagen, metod presenteras inom
parantes. Parametrar som detekterades pd gronmassa var pH (pH-meter 654; Methrom,
Courtaboeuf, Frankrike), aska (askugn, 3 h i 550°C), raprotein (rp) (Bremner and
Breitenbeck, 1983), vattenldsliga kolhydrater (water soluble carbohydrates, WSC) (Larsson
och Bengtsson, 1983), amylas-neutrala Iosningsfibrer (neutral detergent fibre, NDF) (Van
Soest et al., 1991, Chai och Udén, 1998), vomvatskeldslig organisk substans (VOS) (in vitro
med vomvatska i 96 h), buffertkapacitet (bk) och omsattbar energi (metabolisable energy,
ME) (som VOS och berdknad enligt Lindgren, 1983). Ovriga kemiska parametrar pa
ensilagen var torrsubstans (ts) (torkskap 18 h i 55 °C och torkugn 20 h i 103 °C), WSC (som
ovan), éattiksyra, propionsyra, bérnstenssyra, 2,3-batanedio, ammoniumkvéve, mjolksyra,
myrsyra, smorsyra, i-smorsyra, i-valerisyra, n-valerisyra och etanol (vétskekromatografi
Andersson och Hedlund, 1983). Mikrobiologiska analyser genomfordes pa grénmassa, "mix”
och de tre ensilagen. De mikrobiologiska parametrarna var LAB (anaerobt i 72 h i 30°C pa
Rogosa agarplattor), klostridier (C. tyrobutyricum) (anaerobt i 7 dygn i 37°C pa RCM
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agarplattor), enterobakter och jast (gots in i agarplattor, VRBG respektive MEA agarplattor)
samt moOgel. Berdkning av de mikrobiologiska analyserna gjordes enligt Niemeld (1984).
Ovriga parametrar pa ensilagen var lagringsforluster (vagning och differensberakning) och
vatten aktivitet (ay).

Resultat

Ratt art av snigel, Spansk skogssnigel (Arion Lusitanicus), identifierades av Ted von
Proschwich vid Goteborgs naturhistoriska museum. Méngden insamlad Spansk skogssnigel
uppgick till 439,5 g, avvikande sniglar och snackor vagde 5,7 g och den separerade transport-
gronmassan vagde 312,3 g. De tio slumpmassigt valda sniglar hade en medelvikt pa 0,64 g
med intervallet 0,0-1,4 g och medellangden 2,14 cm med intervallet 1,5- 2,5 cm. Den totala
vikten av alla sniglar var 439,5 g detta dividerades med medelvikten 0,64 g och antalet 687
sniglar erholls. Beroende pa sniglarnas ringa storlek antogs tre stycken motsvara en
normalstor snigel. De 687 sniglarna motsvarar da 229 normalstora sniglar. Sniglarnas massa
utgjorde 43,9 g/m2, saledes 69 sma sniglar motsvarande 23 normalstora. Mikrobiologiska
analyser genomfordes pa grénmassa och “mix” (tabell 1) och de tre ensilagen (tabell 3 och 4).
Mikrobiologiska parametrar var jast, mogel, klostridier (C. tyrobutyricum), enterobakter, och
LAB. Kemiska analyser gjordes pa gronmassan (tabell 2) och de tre ensilagen (tabell 3 och 4).
Parametrar som detekterades pa gronmassa var pH, aska, raprotein, WSC, NDF, VOS, bk och
ME. Pa ensilagen detekterades pH, ts, WSC, attiksyra, propionsyra, barnstenssyra, 2,3-
batanedio, ammoniumkvave, mjolksyra, myrsyra, smorsyra, i-smorsyra, i-valerisyra, n-
valerisyra och etanol samt lagringsforluster.

Tabell 1. Mikrobiell analys pd gronmassa och ”mix”.

Groénmassa Mix (cfu/g)
(cfulg)
Jast 0 6,1*10°
Mogel 2,3*10° 0
Klostridier 1*10? 0
Enterobakter 1,2 *10* 1,1*10!
LAB 5,6*10" 2,7%10°

Tabell 2. Kemiska analyser pa gronmassas tva ts-halter.

35 % 65 %
pH X X
aska(%) 8,6 8,7
rp (%) 17,5 17,8
WSC (%) 15,1 15,0
NDF (%) 41,5 39,0
VOS(%) 89.1 89,5
Bk X X
ME(MJ/kg) ts 11,3 11,3
ts(%) 37,1 61,4

X: ej bestdmda.
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Tabell 3. Ensilage med Iag och hog ts.

ts 1ag ts hog
l:aniva 2:aniva 3:e niva l:aniva 2: niva 3:e niva
kontroll sniglar sniglar sniglar kontroll sniglar sniglar sniglar
pH 5,14 4,95 4,89 4,87 5,48 5,48 5,47 543
Ammoniumkvave (% av
ensilage) 0,05 0,09 0,08 0,09 0,04 0,04 0,05 0,05
WSC (% av ts) 5 391 4,06 3,49 10,54 9,68 10,45 10,45
mijolksyra (% av ts) 2,78 52 5,14 5,47 05 0,67 0,8 0,95
Attiksyra (% av ts) 0,71 0,9 0,87 1 0,1 0,1 0,13 0,14
Propionsyra (% av ts) 0,16 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 0,06 0,06 0,06
Barnstenssyra (% av ts) 0,59 0,84 0,78 0,82 0,39 04 0,39 0,36
2,3-butanediol (% av ts) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Etanol (% av ts) 1,19 1,05 1,16 1,14 1,13 1,84 0,89 0,56
LAB (log cfu/ g) 5,45 5,44 5,45 5,07 4,65 4,84 5,14 5,38
Klostridier (log) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Enterobakter (log) 1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Jast (log) <2,0 25 <2,0 3,9 <2,0 <2,0 <2,0 25
Magel (log) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
lagrings forlust (%) 11 1,18 1,19 1,29 0,75 144 0,79 0,68
aw 0,96 0,96 0,96 0,96 0,92 0,92 0,93 0,92
Ts 33,05 328 32,73 33,08 55,52 54,67 53,44 53,69
(De markerade parametrarna redovisas i figur 1 och 2.)
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Figur 1. Varden pa pH och mjolksyra vid lag och hog ts.
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Figur 2. Varden pd LAB, klostridier och jast vid lag och hog ts.
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Tabell 4. Ensilage med Iag ts och Iag ts behandlad (bh).

1ag ts 14g ts bh
L:aniva 2:aniva 3:e niva L:aniva 2:aniva 3:e niva
kontroll sniglar sniglar sniglar Kontroll sniglar sniglar sniglar

pH 5,14 4,95 4,89 4,87 4,93 4,92 4,84 4,82
Ammoniumkvave (% av

ensilage) 0,05 0,09 0,08 0,09 0,02 0,02 0,03 0,03
WSC (% av ts) 5 3,91 4,06 3,49 11,64 11,35 11,18 11,16
Mjoblksyra (% av ts) 2,78 5,2 5,14 5,47 0,66 0,9 1,19 1,98
Attiksyra (% av ts) 0,71 0,9 0,87 1 0,11 0,13 0,15 0,22
Propionsyra (% av ts) 0,16 <0,02 <0,02 <0,02 0,31 0,32 0,35 0,38
Barnstenssyra (% av ts) 0,59 0,84 0,78 0,82 0,38 0,39 0,39 0,42
2,3-butanediol (% av ts) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Etanol (% av ts) 1,19 1,05 1,16 1,14 0,41 0,28 0,28 0,29
LAB (log cfu/g) 5,45 5,44 5,45 5,07 49 481 5,02 5,03
Klostridier (log cfu/g) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Enterobakter (log cfu/g) 1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Jast (log cfu/g) <2,0 2,5 <2,0 3.9 <2,0 <2,0 23 3,9
Mégel (log cfu/g) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
lagrings forlust % 11 1,18 1,19 1,29 0,21 0,25 0,25 0,34
aw 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
ts 33,05 32,8 32,73 33,08 34,71 34,66 34,55 338

(De markerade parametrarna redovisas i figur 3 och 4.)
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Figur 3. Varden pa pH och mjolksyra vid lag och lag behandlad ts.
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Figur 4. Varden pa LAB, klostridier och jast vid lag och lag behandlad ts.
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Vérdet pa pH sjonk i alla de tre serierna (1ag ts, 1ag ts bh och hog ts) innehallande sniglar i
jamforelse med respektive kontroll. Vardet sjonk dven i avseende pa okat antal sniglar inom
varje serie. Sammantaget for alla ts-serier med sniglar var att varden pd pH lag under
kontrollvérdet och sjonk i takt med 6kat antal sniglar. Medelvérden for serien ts lag avseende
pH var 4,90 och lag under vérdet for kontroll 5,14. For ts lag bh var forhallandet det samma,
men skillnaden var inte lika stor, medelvardet pa pH var 4,86 och kontrollens varde var 4,93.
Medelvarden for ts hog pa pH var 5,46 och kontrollen 5,48. | samtliga ensilage i de tre
serierna var vardet for ammoniumkvéve och 2,3-butanediol <0,02 % av ts. WSC- méangden
var lagre i alla serier och nivaer i jamforelse med kontrollerna. I ts lag okade vardet for att sen
sjunka och ater oka i takt med Okad niva av sniglar. | ts 1ag bh sjonk vérdet i takt med 6kad
niva sniglar. | ts hog sjonk vardet i den lagsta nivda med sniglar i jamforelse med
kontrollvardet for att sedan stiga och vara konstant i de foljande tva nivaerna av sniglar.
Halten av mjolksyra okade i samtliga serier. Mjolksyran 6kade nastan dubbelt sa mycket i ts
lag och ts hdg i jamforelse med kontrollerna, medan syran ckade tre ganger sa mycket i ts lag
bh, i takt med ckat antal sniglar. Mjolksyrans hogsta medelvarde for ts lag var 5,47 och
motsvarar 16,65 %. Attiksyrans mangd okade i de stigande nivderna med sniglar i ts lag bh
och ts hog i jamforelse med kontrollerna. Medan syran ékade i niva ett for att sedan sjunka i
niva tva och slutligen dka och na ett maximum i niva tre. Ts lag bh skiljde sig fran de tva
andra serierna med avseende pa propionsyra genom att véardet 6kade nagot i takt med Okat
antal sniglar. | ts 1ag var vardet konstant i de tre nivaerna vilket aven var fallet i ts hog.
Daremot skiljde sig ts 1ag fran ts h6g genom att nivaernas varde var lagre an kontrollens vilket
var det motsatta fallet hos ts hog. Varde for barnstensyra i nivaerna med sniglar hade mindre
variation (2-10 %) hos ts lag bh och ts hog i jamforelse med ts lag (32-42 %). Alla varden var
hogre i nivaerna med sniglar i jamfarelse med kontrollerna med undantag av den hdgsta nivan
med sniglar i ts hog, denna var lagre. Etanol- vardet hos ts lag var lagre i de tre nivaerna med
snigel i jamfdrelse med kontrollen. Vérdet gick ned for att sedan 6ka och slutligen sjunka igen
i takt med okat antal sniglar. I ts lag bh varierade etanol- vardet minst av de tre ts-serierna
mellan kontroll och nivaer. Vardet var hogst i kontroller for att sedan halla sig pa lika vérde i
de tva lagre nivaerna med snigel och en 6kad forandring pa 0,01 hos den hogsta nivan.

Méangden LAB lag stabilt i kontrollerna och i de tva lagre nivaerna av sniglar for att sjunka
nagot med 7 % i den hogsta nivan av sniglar i ts 1ag. | de tva andra ts-serierna ckade LAB i
alla nivaer med sniglar. LAB ¢kade mest i ts hdg med 13,6 % och i ts lag bh 6kade LAB med
2,6 %. | samtliga ensilage i de tre serierna var vardet for klostridier log <2,0. 1 alla ensilage i
de tre serierna med undantag av kontrollen i ts lag var vérdet for enterobakter log <1,0
respektive 1,0. Férekomst av jast var mycket sparsam till mattlig framst i ts lag och ts lag bh, i
ts hog var forekomsten mycket sparsam. Jasttillvaxt forekom i alla ensilagen forutom i
kontrollerna. | gronmassan var vardet log 4,4 for jasttillvéxt i den lagre ts- halten respektive
log 4,1 for den hogre ts- halten. Vérden for jést i de olika nivaerna varierade mellan < log 2,0
och log 3,9, de hogsta véardena aterfanns i niva 3 i ts 1ag och ts 1ag bh. Mégel som aterfanns i
gronmassan, men inte i ensilagen, var Cladosporium spp, Eurotium spp och Fusarium spp.
Vardet for tillvaxt var log 3,7 och log 4,4 for ts lag respektive ts hog. Mogel som aterfanns
bade i gronmassan och ensilagen var Penicillum spp och Aspergillus spp. Mogelfloran i
ensilagen vid direktodling 25 °C var Penicillum spp och Aspergillus spp, tillvéxten var
mycket sparsam till sparsam i alla ensilage-serierna. Den termofila mdgelfloran vid
direktodling 37°C var den samma som vid direktodling 25 °C och tillvaxten var noll till
sparsam. O- tillvaxt forekom vid tre tillfallen, en i ts lag och tva i ts lag bh. Mucor spp
forekom endast i ts hog med mattligt och mycket sparsam tillvaxt vid 25°C respektive 37 °C.
Ovriga mogelsvampar hade mycket sparsam tillvaxt i ts 1dg bh samt mycket sparsam till
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sparsam tillvaxt i ts hog. | samtliga serier och nivaer var vérdet for mogel < log 2,0, endast i
niva 3 i ts l1ag bh och ts hdg var vérdet log 2,0.

Lagringsforluster i ts lag medelvardet (mv) pa 1,1-1,3 % Okad forlust med 6kad mangd
sniglar; ts 1dg bh mv 0,2-0,4 % o6kad forlust med okad méangd sniglar; ts hog mv 0,75-ogiltig-
0,79-0,68 6kad forlust till niva 2 av sniglar for att sedan sjunka. Vattenaktivitet var stabil i
alla serier och nivaer av ts lag och ts lag bh och hade samma varde som kontrollerna 0,96.
Torrsubstans var nagot lagre i den lagsta och mittersta nivan i jamforelse med kontrollvardet
och den hogsta nivan var ndgot hogre an kontrollen i bade ts 1ag och ts 1ag bh. I ts hog var
samtliga nivaer lagre an kontrollen.

Diskussion

Hur paverkas naringsinnehallet och den hygieniska kvalitén i ensilage? De uppmaétta nagot
hdgre pH-vérdena an de forvantade varden bor inte betraktas som en forsdmring av kvalitén
hos ensilagen. Alla pH-vérden hos ensilage med sniglar lag under radande rekommendationer.
Detta i kombination med hoga halter av LAB, mjolksyra, WSC samt laga lagringsforluster
talar for en lyckad fermentation. Mj6lksyran 6kade i takt med antalet sniglar. Det hoga vardet
av mjolksyra 16,6 % i ts lag ligger dver vad som anses smakligt for djur (12 %) och kan bli
svart att utfodra. Framtida forsok utfodringsexperiment! De parametrar som normalt indikerar
ett daligt ensilage med samre naringsinnehall dr héga nivaer av.ammoniumkvave, attiksyra,
propionsyra, barnstenssyra, 2,3-butanediolsyra och etanol. Nagra hogre nivaer av dessa gick
inte att aterfinna i de undersokta ensilagen. Vid betraktelse av den hygieniska kvalitén maste
den anses som god. Laga nivaer av klostridier, enterobakter, jast och mogel i samtliga
ensilage ger indikationer pa att ensilagen ar av god hygienisk kvalité. Den 6kande mangden
mjolksyra indikerar pa LAB-aktivitet vilket konkurrerat ut jasttillvaxt och darmed lag
mdogeltillvaxt som foljd. Ett resultat som kan vara intressant att vidare undersoka ar den 6kade
méangden jast hos alla ensilage med storsta méngden sniglar. Vad hénder med ensilage vid
andra skord da sniglarna forokat sig med en generation? Skulle mer sniglar gynna
etableringen for jast och darmed mogel? Var gar gransen da/om ensilage blir otjanligt
avseende pa proportionerna gronmassa kontra sniglar? En snigel ger upphov till minst 40 000
sniglar pa en sommar om 2 generationer. Forsta sommaren marker man inte av dem for
skorden ligger sa tidigt pa sommaren, forst i augusti borjar de bli manga. Féljande ar marker
man av invasionen, den enstaka snigeln fran forgaende var ar da minst 40 000 stycken. Dessa
40 000 kommer att vara 1,6*10° stycken (beraknat p& 50 % 6verlevnad fran agg till fertil
individ) vid andra sommarens slut om forutsattningarna &r goda (tillgang pa foda, temperatur,
fuktighet). Resultaten pekar pa att A.L. innehdll mjolksyrabakterier. Resultaten pekar dven pa
att A.L. inte inneholl klostridier eller enterobakter. Avsaknaden av mikroorganismerna
samstammer med resultat géllande den svenska Vinbergsnackan (H. pomatia), men skiljer sig
fran den franska varianten (H. pomatia). Skulle geografiska skillnader &ven kunna vara av
vikt hos A.L. sa som hos H. pomatia? Varfor aterfinns inte mikroorganismerna hos de svensk-
levande A.L. och H. pomatia? Den svenska arten Vinbergssnackan (H. pomatia) inneholl
bakterier som Buttiauxella, Citrobacter och Kluyvera, men saknade Enterococcus,
Enterobacter och Obesumbacterium vilka har aterfunnits hos den franska - skulle A.L. kunna
innehalla olika bakteriearter fran olika geografiska omraden i Sverige och Europa? Méangden
LAB 2,7*10° CFU/ g hos AL ligger i niva med totala mangden bakterier 5,1*10" CFU/ g hos
den svenska H. pomatia. Intressant vore att isolera LAB hos A.L. for att eventuellt producera
LAB som konserveringsmedel eller bioindikator enligt den svenska studien? Vi maste fa veta
vilka LAB som finns hos A.L. samt &ven andra bakterier och parasiter! Kan LAB hos A.L. ha
samma hammande verkan pa mogeltillvaxt som Brobergs et al., 2007. Ar det darfér som inte
mogel har tillvuxit i ensilagen med sniglar? Kan A.L. vara ett varddjur for parasiter sa som
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sumpsnackan ar for leverflundran? Kan det finnas nya organismer pa kartan som vi inte ar
vana vid och darfor inte letar efter? A.L. dr en relativt ny art i Sverige och eftersom studier pa
blotdjur ar ringa ar detta ett nytt omrade att utforska. Bakterien Ehrlickia risticii som orsakar
betesfeber i Nordamerika genom kontaminerade varddjur- skulle detta kunna vara mojligt
har? Vad har vi da att vanta vid en kombination av klimatférandring och snigelkorsningar
mellan A.L. och svensk skogssnigel? En hybrid som kan klara av de flesta klimattyper med en
hdg forokningskapacitet?

Slutsats

e De erhallna resultaten visade pa att sniglarna sjalva innehdll mjolksyrabakterier och
att ensilage med sniglar inneh6ll mer mjolksyra &n kontrollerna. Halter av
enterobakterier, smorsyrasporer och mogel var inte forhojt i ensilage med sniglar i
jamforelse med kontrollerna. Det gick inte att med konventionella kvalitetskriterier for
ensilage pavisa en forsamrad kvalitet i ensilage som blandats med sniglar sa nar som
en nagot forhojd halt jast vid den allra hogsta snigelnivan

e Framtida utfodringsforsok med avseende pa ensilagets smaklighet nar det
kontaminerats med sniglar

e Isolera och karaktarisera bakterieinnehallet hos Arion Lusitanicus fran olika lokalser
samt vid olika arstider
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