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Abstract

Yeast and Clostridia is a problem in silage for farmers as contaminated silage may result in
poor animal health and milk quality. Clostridia can produce toxins that, when consumed, acts
as neurotoxins, it may also cause blown cheeses if the Clostridia contaminates milk. The
purpose of this study was to investigate the cause, effect and interaction of yeasts and
Clostridia in silage. Clostridia are microorganisms which are strictly anaerobic and consume
carbohydrates and protein in the silage. Yeast is a fungus that is facultative aerobic and feed
on carbohydrates in the silage. The reason that yeast and Clostridia occur in silage is mainly
caused by that the pH is not reduced in an anaerobic environment or because an anaerobic
environment is not maintained in the silage, due mainly to oxygen ingress and holes in the
plastic that provides air access to the silage. Yeast and Clostridia consume carbohydrates and
proteins in the silage, which result in losses of nutrients. There is an interaction between yeast
and Clostridia although they have completely different ecological niches. The most probable
situation is that yeast creates an anaerobic environment for Clostridia when it consumes the
oxygen in the silage. Therefore, Clostridia and yeast are usually found on the surface layer of
silage where it has been an aerobic environment. There is a need for more studies on how
yeast and Clostridia interact in different types of silages.

Sammanfattning

Jastsvamp och klostridier &r ett problem i ensilage for lantbrukarer da kontaminerat ensilage
kan leda till forsamrad djurhalsa och kvalité pa mjolk. Klostridier kan producera toxin som
vid fortaring verkar som nervgift, dessutom kan Kklostridier i mjolk orsakar sprdngda ostar.
Syftet med litteraturstudien har varit att utreda orsak, verkan och samverkan till jastsvampar
och Klostridier i ensilage. Klostridier & mikroorganismer som ar strikt anaeroba och livnér sig
pa kolhydrater och protein i ensilaget. Jast ar en svamp som ar fakultativt aerob och som
livnar sig pa kolhydrater i ensilaget. Anledningen till att jast och klostridier forekommer i
ensilage orsakas framst av att pH inte sénks i en anaerob miljo eller att en anaerob miljo inte
uppratthalls i ensilaget genom syretillforsel, vilket framst beror pa hal i plasten som ger
lufttilltrade 1 ensilaget. N&r jast och klostridier finns i ensilaget forbrukar de kolhydrater och
proteiner, vilket minskar naringsinnehallet. Det finns en samverkan mellan jast och klostridier
trotts att de har helt olika nischer. Troligtvist skapar jast en anaerob miljo for klostridier nar
den forbrukar syret i ensilaget. Darfor aterfinns klostridier oftast med jast pa ytskiktet av
ensilage dar det varit en aerob miljo. Det finns ett behov av fler studier pa hur jast och
klostridier samverkar i olika typer av ensilage.

Inledning

Ensilage ar ett viktigt fodermedel till daggdjursherbivorer och anvénds framforallt som
energi- och proteinkalla. Daggdjursherbivorer kan vara idisslare eller grovtarmsforjésare,
vilket innebér att bada anvander mikroorganismer for att frigéra naring i fodret. En skillnad
mellan idisslare och grovtarmsforjésare ar att idisslare har mikroorganismer i vommen medan
grovtarmsforjasare endast har mikroorganismer i grovtarmen. Herbivorers mikroorganismer
fermenterar kolhydrater, fett och proteiner, dar kolhydraterna blir till flyktiga fettsyror (VFA)
vilka &r den viktigaste energikallan for herbivorer (Dehority, 2002). Ensilering anvénds for att
lagra foder som bl.a. ar viktigt for att kor ska kunna producera med bibehallen produktivitet
under vintertid (Pahlow et at., 2003). Ensilering innebar att fodret far vistas i en miljo med ett
surt pH-varde och i anaeroba forhallanden. Det laga pH-vérdet och den anaeroba miljon
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minskar tillvéxten av odnskade mikroorganismer. Odnskade mikroorganismer kan bl.a. vara
jast och klostridier (Jatkauskas & Vrotniakiene, 2011).

Jastsvamp ar en fakultativ aerob svamp som klarar miljoer med Iag syrehalt och ett lagt pH-
varde (Norrman, 1985). En fakultativ aerob mikroorganism anvander sig huvudsakligen av
syre som elektronmottagare vid metabolismen, men kan ocksd anvanda andra
elektronmottagare da syre inte ar tillgangligt (Liu et al., 2013). Svampen tillvéxer darfor latt i
daligt tatat ensilage da det finns tillgang till syre (Wilkinson & Davies, 2012). De flesta jast
arterna dr inte farliga t.ex. aktiv torr jast som till storsta delen bestar av Saccharomyces
cerevisiae, vilket kan ge positiv effekt pa mikrofloran i vommen genom att verka som
probiotica (Chaucheyras- Durand et al., 2007). Jastsvampar kan ge temperaturhéjningar i
ensilaget, som i sin tur kan resultera i naringsforluster samt tillvaxt av andra mikroorganismer
(Richardt, 2012). Vid tillvaxt i ensilaget bryter jasten ned mjolksyran och sockret vilket
resulterar i en hojning av pH-vardet och naringsforluster. Detta leder till bade osynliga och
synliga forluster och ensilagepartier kan behdva kasseras (Middelhoven & Van Baalen, 1988;
Pahlow et al., 2003).

Klostridium &r en bakterie som finns i jorden och kan bilda sporer. Bakterien aterfinns oftast i
form av sporer i ensilage och ar en strikt anaerob bakterie. Klostridium tillvéxer latt i ensilage
som har mycket tillgangligt vatten (hog vattenaktivitet), anaeroba forhallanden och med ett
pH-varde > 5. Klostridium bryter ned mjolksyra, kolhydrater och aminosyror i ensilaget,
vilket orsakar naringsforluster (Driehuis, 2013). Klostridier kan ocksa ge sporer i mjolk och
orsaka skador pa djur. Clostridium tyrobutyricum kan bl.a. ge skador pa textur och utseendet
hos osten (Garde et al., 2011). C.botulinium producerar ett nervgift som i mycket laga doser
kan leda till doden, for bade manniskor och djur (Bok et al., 2012).

I ensilage orsakar j&stsvampar fradmst naringsforluster och bidrar till tillvdxt av andra
odnskade mikroorganismer t.ex. klostridiebakterier. Klostridier ger ocksa naringsforluster
samt kan orsaka héalsoproblem hos djur, (Garde et al., 2011; Bok et al., 2012) darfor behdvs
jast och Kklostridier motverkas i ensilage. For att hitta metoder som motverkar jastsvampar och
klostridiebakterier, behdvs kunskap om organismerna och deras samverkan (Jonsson, 1989;
Jonsson, 1991). Déarfor skall denna litteraturstudie behandla orsak, verkan och samverkan
mellan jast och klostridiebakterier i ensilage. Litteraturstudien kommer att behandla fragorna;
1) Vad ar det som orsakar tillvéxt av jastsvamp och klostridiebakterier i ensilage och 2) Hur
verkar och samverkar klostridiebakterier och jastsvampar i ensilage?

Syftet &r att utreda orsak till att jastsvamp och klostridiesporer kan forekomma i ensilage,
samt hur jastsvamp och klostridiebakterier verkar och samverkar.

Ensilering

Ensilering &r en konserveringsmetod som anvénds for att konservera grovfoder (Kung, 2001).
Vid fortorkning i falt sidnks vattenhalten och begransar vattenaktiviteten hos grovfodret.
Vattenaktivitet ar ett matt pa tillgangligt vatten, vilket ar ett krav for mikrobielltillvaxt (Kung,
2001; Muck et al., 2003). Efter fortorkningen sker inldggning i silo eller bal som sedan tacks
med plast for att uppna en anaerob miljo nar naringen i gronmassan forjases. Nar allt syre har
forbrukats till koldioxid, vatten och vdarme bildas en anaerob atmosfar (McDonald et al.,
2002a).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160511004107.%20c.botulinium

Véarmen som bildas i ensilaget, speciellt vid respiration av socker till koldioxid och vatten
(figur 1), leder till att nedbrytningen av néring orsakad av mikroorganismer tilltar eftersom
bakteriernas tillvaxt Okar. Bakterierna har ett tillvdxtoptimum som ensilaget ndrmar sig nar
temperaturen 6kar och gor att bakterierna tillvéxer (Henderson, 1993).

CeH1206 +6 O,>6 CO,+6H,0+ varme

Figur 1 Respiration av socker.

Protein blir nedbrutet genom en proteolysreaktion (Ohshima et al., 1979; Muck et al., 1996).
Vid en proteolys ar det frdmst vaxters proteasenzymer men &ven bakterier som bryter ner
proteinerna till peptider och aminosyror (Kemble, 1956). Fermentering som inte dr orsakad av
mjolksyrabakterierna och proteolys ar inte énskvard eftersom naringsinnehallet i fodret da
minskar. Naringsinnehallet ar viktigt eftersom det utnyttjas av djuren vid metabolism
(McDonald et al., 2002b). Respiration och proteolys avtar da syret ar slut eller pH- vardet ar
for lagt for tillvaxt av de flesta bakterier och svampar. Nér dessa kriterier uppfylls kommer
enzymerna i vaxter och bakterier att blir inaktiverade. Denna process bor inte ta langre an ett
par timmar (Kung, 2001; Wilkinson & Davies, 2012).

Efter att syret har tagit slut i ensilaget borjar bakterier som producerar &ttiksyra att fermentera
I6sliga kolhydrater. Nar pH-vardet sjunkit till ca 5, avstannar tillvaxten av &ttiksyrabakterierna
medan mjolksyrabakterier tillvéaxer. Mjolksyrabakterierna anvéander l6sliga kolhydrater och
bildar mjolksyra som biprodukt. Mjdlksyrabakterierna ar mycket viktiga for att fa ett lagt pH-
varde i ensilaget (McDonald, 1982; Kung, 2001). Ett lagt pH-varde i ensilaget gor att
mikroorganismer som har en lagre vétejonkoncentration inuti cellen an i ensilaget, kommer
via osmos ge cellens cytoplasma en okning av vétejonerkoncentrationen da vattnet gar ut ur
cellen. Sankningen av pH-vérdet i cellens cytoplasma kan orsaka inhiberingar av enzymer och
forstora plasmamembranet pa cellen, vilket inhiberar odnskade bakterier att tillvaxa (Willey et
al., 2009a). For att mjolksyrabakterierna skall kunna konkurrera med klostridier ar det viktigt
att grédorna som skall ensileras inte har en torrsubstanshalt (ts-halt) <25-30 % for att
motverka klostridier (Driehuis, 2013). Den begransade vattenaktiviteten, anaeroba miljon och
det laga pH-véardet forhindrar de flesta oonskade mikroorganismer att tillvéxa och fodret kan
da lagras under langre tid &n utan ensilering (Kung 2001).

Grodor for ensilering

Det ar vanligt att anvanda gréas- och baljvaxtblandningar vid ensilering, detta for att fa bra
naringsvérden i ensilaget. Baljvaxter har generellt hdgre proteinhalt &n grds. Baljvéxter
innehaller dock oftast mindre socker an gras, vilket gor dem svarare att ensilera och snabbt fa
ner pH-vardet i ensilaget (Harrison et al., 2003). Exempel pa baljvaxter ar klover och lusern
(Pederson, 1995; Halling, 2008). Grasarter som dr vanliga att anvanda i Sverige vid ensilering
ar bl.a. rajgrés, timotej och &ngssvingel. Oftast anvénds flera olika grasarter samt en eller flera
baljvaxter i vallen som ska ensileras (Weidow, 2000a). Hels&desensilage ar ett ensilage som
innehaller hela grodan av strasad och/eller trindsad och har under de senaste aren blivit
vanligare att anvanda i Sverige (Nadeau, 2007). Majsensilage &r ett helsadesensilage som
framforallt anvands i sodra Sverige. Majs innehaller kolhydrater i form av socker och
starkelse, vilket gor att det ar latt att ensilera och snabbt fa ner pH-vardet (Weidow, 2000b).
Detta eftersom det finns mycket tillganglig néring for mjolksyrabakterierna. Majsensilage har



ett hogt energi- och kolhydratinnehall samt har en del svarsmalta kolhydrater som leder till
fastare trackkonsistens hos djur (Mgbeahuruike, 2007).

Orsak till o6nskad mikrobiell tillvaxt

Det ar viktigt att det &r en god hygien vid hantering av ensilaget, for att undvika att jord och
godsel kommer in i ensilaget dar mikroorganismer kan tillvéxa (Kung, 2001). Dessutom ar det
viktigt att silon &r ordentligt rengjord innan nytt ensilage laggs i den for att forhindra
kontaminering av ensilaget (JT1, 2000). En silo som inte ar rengjord eller daligt rengjord kan
innehalla sporer och bakterier som latt tillvaxer vid inlaggning av ny grénmassa. Den nya
gronmassan har da inte hunnit fa en anaerob atmosfar och om det finns bakterier och/eller
sporer i silon tillvéxer de fort i den nyinlagda gronmassan. Detta har bl.a. observerats vid ett
forsok av JTI (2000). Forsoket pavisade ett minskat angrepp av mikroorganismer i ensilage
nér silon var rengjord jamfort med en icke rengjord silo.

Det ar vanligast att oonskad mikrobiell tillvaxt i ensilage beror pa att nagot gatt fel i
ensileringsprocessen. Ett problem vid ensilering ar for 1ag ts-halt (<25%) eller for hog ts-halt
(plansilo >35%, tornsilo >40% och bal >50%) i ensilaget. Ensilage som har en lag ts-halt ger
en hog vattenaktivitet som manga mikroorganismer trivs i. Mikroorganismer tillvaxer bra i
hog vattenaktivitet eftersom det finns stora méngder tillgangligt vatten (Kung, 2001).
Klostridium &r en bakterie som tenderar att tillvdxa i ensilage med hog vattenaktivitet
(Driehuis, 2013). Har ensilaget istéllet en for hog ts-halt blir vattenaktiviteten lag, vilket
orsakar problem vid packning av ensilaget (Kung, 2001). Den hdga ts-halten och férsémrade
packningen ger mycket luft i balen eller silon. Den rikliga méngden luft orsakas av att luften
far plats mellan det porosa ensilaget vilket gor att syret blir mer tillgangligt for bakterierna i
hela ensilaget. | porost ensilage med luft i tar det langre tid att uppna en anaerob miljo. Det
gor att de aeroba mikroorganismerna har langre tid pa sig att tillvéxa i ensilaget (Kung, 2001).
| ett forsok av McEniry et al. (2007) observerades bland annat att ensilage som var kompakt
packat hade ett lagre pH-vérde och en lagre ts-halt d&n ensilage som inte var kompaktpackat.
Den enda mikrobiella skillnaden mellan det kompakta ensilaget och de l6spackade var klassen
bacilli som hade hogre niva i det lospackade ensilaget.

Ett annat fel kan vara att det tagit for lang tid vid den forsta fasen i ensileringen att uppna en
anaerob miljo, vilket resulterar i tillvaxt av aeroba svampar t.ex. mogel och jést, vilka har
kommit in med grénmassan (Pahlow et al., 2003). Tillvéxt av mégel och jastsvampar gor att
mycket av ndringen i ensilaget forbrukas och mjolksyrabakterierna kan bli utkonkurrerade
(Kung, 2001). Mjolksyrabakterierna ar mycket viktiga for att pH-vardet skall kunna sjunka da
de producerar mjolksyra som ger ett surt pH i ensilaget. Blir mjolksyrabakterierna
utkonkurrerade bildas det inte tillrdckligt med syra eller mjolksyran kan forbrukas av andra
organismer (Kung, 2001). Om inte mjolksyrabakterierna kan tillvaxa sanks inte pH-vardet och
oonskade mikroorganismer kan tillvaxa (Rooke & Hatfield, 2003).

Ett annat vanligt problem med den anaeroba stabiliteten ar att det av nagon anledning har gatt
hal i plasten for balen, silon eller pa annat satt inte ar en anaerob miljo (Kung, 2001) . Nar den
slutna miljon bryts och det blir tillgdng pa syre i ensilaget borjar jast och mogel snabbt
tillvaxa. Jasten forbrukar da mjolksyran och pH-vardet okar vilket gor att andra aeroba
mikroorganismer kan tillvaxa. Nar mjolksyran forbrukas kommer pH-vérdet att oka i
ensilaget (Kung, 2001). |1 samma forsok av McEniry et al. (2007) som namndes ovan
observerades ocksa vikten av luft-tathet. Forfattarna kunde observera att de silos som inte var
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helt tata for luft hade lite mogel i toppen och i botten av silorna. De observerade ocksa att det
var lagre ts-halt och hogre pH i de silor som inte varit helt anaeroba vid ensilering. Aven
smorsyrahalten i den oforslutna silon var hogre &n i den forslutna vilket pavisar klostridier.
Dessutom Okade enterobakter och Bacilli klassen i silor som inte var forslutna. Aven en
snabbare temperaturokning noterades i de silor som inte varit helt férslutna da silon 6ppnades.
I en studie utford av Borreani och Tabacco (2010) observerades att tilltagande vattenaktivitet
och pH-varde i ensilage under aeroba forhallanden gav 6kad mangd av jastsvampar och
klostridier i ensilaget. I studien fann de att jast, mogel och klostridier var negativt korrelerade
med nitrat, mjolksyra och &ttiksyra. De fann en positiv korrelation mellan minskning av syre,
pH och vattenaktivitet. Vilket pavisar att det ar viktigt med anaerob miljo, ratt vattenaktivitet
och pH-varde i ensilaget.

Klostridier

Klostridier forekommer naturligt pa véaxter i form av sporer, ungefar 100-1000 koloniformade
enheter (cfu) g* groda. Ensilage som har mindre mjoélksyrabakterier an 100 000 cfu g*
(Pahlow et al., 2003) har vanligtvist ett pH-varde over 5 och far da latt en tillvaxt av
klostridier som inte ar sarskilt taliga for osmosforandringar (Driehuis, 2003). Klostridie
angripet ensilage har ofta forhéjda halter av.ammoniak och smdorsyra, dar hdoga halter av
ammoniak &r >120g ammoniak per kg™ kvave och héga halter av smorsyra &r5 g per kg™ ts.
De hoga halterna beror pa klostridiers fermentering av kolhydrater och proteolys av protein
vilket kan ge smorsyra lukt i ensilaget (McDonald, 1982).

Teikoinsyra

T

Plasmamembran

Figur 2 Gram-positiv cell (modifierad fran Willey et al.,
2009).

Klostridiebakterier ar grampositiva och strikt anaeroba. Toleransen for syre kan variera
mellan de olika Klostridierna (Pahlow et al., 2003). Bakterier som dar grampositiva har
liknande cellstruktur som ger snarlika egenskaper hos de olika arterna. Grampositiva bakterier
ar oftast till utseendet runda och cellvdggen &ar 20-80 nm tjock (Lamed et al., 1987).
Cellmembranet bestar av ett plasmamembran, peptidoglykan och ett periplasma. Periplasma
ar skiktet mellan plasmamembranet och peptidoglykanet. Plasmamembranet bestar till storsta
delen av fosfolipider som har en homofil- och homofob ande som ger bakterien dess skydd
fran omvarlden. Peptidglyckanlagret ar mycket tjockt hos grampositiva bakterier och &r
uppbyggt av aminosyror och teikoinsyra. Teikoinsyrorna ar inb&ddade i aminosyrorna och
teikoinsyra ger cellen negativ laddning (se fig. 1). Grampositiva bakterier kan bilda sporer vid
stress. Reproduktionen sker via delning (binér fusion). Grampositiva bakterier ar vanligtvist
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kemoorganoheterortrofa d.v.s. de anvander organiska komponenter for att fa energi. Vissa kan
ocksa vara fototrofa, anvander ljus for att fa energi (Willey et al., 2009b).

Klostridebakterier ar ett stort problem for ysterier da C. tyrobutyricum orsakar sprangda ostar
(Garde et al., 2011). Sprangda ostar ar ostar som far stora hal, som inte gar att sédlja utan maste
kasseras eller séljas till ett lagre pris vilket orsakar stora forluster fér mejerierna. Mjélken
kontamineras genom att klostridiesporer finns i ensilage som via godsel pa juvren hamnar i
mjolken. Vid lagring av osten tillvéxer klostridiebakterier (Vissers et al., 2006). | ett forsok av
Nadeau et al. (2010) studerades klostridiesporer i mjélken hos ett antal svenska besattningar. |
forsoket ingick 23 gardar, dar halften av besattningarna hade haft problem med hoga
klostridiesporer i mjolken i minst 65 % av 16 manader i mjolken, medan andra hélften av
beséttningarna inte hade haft problem med klostridiesporer i mjolken. De registrerade grés-
och kloverensilagets kvalitet efter: ts-halt, pH, etanol, smoérsyra, mjolksyra, ammoniumkvéve
och var sporerna fanns i ensilaget samt antalet klostridiesporer i mjolken. | forsoket
observerades bl.a. att ensilage som inte var behandlat med bakteriech&ammande medel och syra
hade hogre halt av etanol och smdérsyra &n ensilage som var behandlat. De observerade att de
hogsta halterna av klostridiebakterier aterfanns pa kanten av ytskiktet i ensilaget. Studien
konstaterade att kor som utfodrats med hoéga halter klostridiesporer i ensilaget fick oftast hoga
koncentrationer av klostridiesporer i mjélken. I en studie gjord av Vissers et al. (2006) fann de
att ensilaget var den storsta anledningen till klostridiesporer i mjélken, vilket orsakar spréngda
ostar. | forsoket observerades ett tydligt samband mellan antal sporer i ensilaget och
klostridiekoncentrationen i  gardstanken. De sdg att ensilage som har en
klostridiekoncentration pa log 5 cfu/g eller mer bor undvikas att utfodras med, eftersom det
ger stora mangder sporer i mjélken i gardstanken.

Metabolism

Klostridier som finns i ensilage fermenterar oftast kolhydrater och kallas for sakarolytiska
klostridier. Ett exempel pa en sakerolytisk klostridie ar C.tyrobutyricum och i denna grupp
inkluderas dven C.Beijerinckii och C.Acetobutylicum (Pahlow et al., 2003). | en studie gjord
av Burri (1936) visades bl.a. att C. tyrobutyricum tillvaxer daligt i glukos substrat och att det
ar fa kolhydrater som kan utnyttjas av klostridier. | en annan studie av Beynum & Pette
(1935) visades att bara glukos kunde anvéndas medan studier av Rosenberger (1956) kom
fram till att glukos och fruktos kunde anvandas. Bryant och Burkey (1956) har observerat att
C.tyrobutyricum kan fermentera socker och mjélksyra i ensilage och att denna klostridie ar
nagot taligare for lagre pH-varden an de andra klostrideirgrupperna. Vid
mjolksyranedbrytning, bryts mjolksyran ned till smérsyra, vétgas och koldioxid. Pa senare tid
har det observerats att det finns olika typer av klostridier dar sakarolytiska fermenterar
kolhydrater. Vilka kolhydrater som en specifik klostridie kan fermenterar skiljer sig at och
kan ocksa bero pa miljon den vistas i (Pahlow et al., 2003).

Fermenteringen orsakad av klostridier resulterar i ts- och energiforluster i ensilaget
(McDonald, 1982). De stora energi- och naringsférlusterna beror pa att det produceras vate
och koldioxid. Nedbrytningen leder ocksa till att pH-vardet okar i ensilaget. Okningen i pH-
vardet beror pa att 2 mol mjélksyra bildar 1 mol smorsyra som har ett hogre pKa-vérde an vad
mjoOlksyran har (Bryant & Burkey, 1956). En studie av Beynum & Pette (1935) observerade
att ensilage med rikliga méangder klostridier till en borjan fick en normal pH- vardes sankning
vid inlaggning. Ett tag efter inldggning observerade de att pH-vardet borjade stiga i ensilaget.
Okningen av pH-vardet berodde pa bakteriens metabolism och produktion av smérsyra.
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Proteolytiska klostridier ar en grupp klostridier som kan bryta ned protein och inkluderar bl.a.
C.Sporogenes. Protein protolyseras vanligtvis i ensilage som har ett pH 6ver 5, eftersom
enzymerna som anvands vid proteolys har sitt optimum vid det pH-vardet (Pahlow et al.,
2003). Klostridier kan metabolisera protein genom proteolys eller genom stickland reaktion
Stickland reaktion innebdr att en aminosyra oxideras medan en annan aminosyra ar
elektronmottagare. Genom denna process kan lite ATP bildas genom substrate- level
posphorylation.  Substrate- level posphorylation dr en exogen nedbrytning av organiska
molekyler som innehaller mycket energi och som gor att det syntetiseras ADP till ATP
(Schwartz & Schéfer, 1973). Vid sickland reaktion av aminosyror bildas ammoniak och
organiska syror sasom smorsyra, attiksyra och propionsyra. Problemet med att aminosyrorna
forbrukas av klostridium ar att proteinvéardet minskar i ensilaget och biprodukterna som bildas
vid proteolys gor att ensilaget blir mindre smakligt for djuren (Pahlow et al., 2003). | en studie
gjord av Fonknechten et al. (2010) visade de att klostridiums DNA innehaller information om
Stickland reaktion vilket gor att de har konstaterat att klostridium bakterien bryter ned
proteiner for att fa energi. De observerade att treonin, arginin och serin var de basta
aminosyrorna for att fa energi till tillvaxt, medan glutamat, aspartat och alanin knappt
utnyttjades alls. Det har ocksad kunnat observera att vissa klostridier t.ex. C.acetobutylicum
kan anvénda sig av proteinnedbrytning vid tillgang pa syre.

Jastsvampar

Jast &ar encelliga organismer som tillndr gruppen svampar. Jastsvampar &r heterotrofa
mikroorganismer vilket innebar att de anvander mindre organiska molekyler som huvudsaklig
kolkélla. Jast har eukaryota celler och &r fakultativt aerob. Dessa organismer fermenterar vid
tillgang pa syre men kan &ven fermentera i miljoer med dalig tillgang pa syre. (McDonald et
al., 2002a). Manga jastsvampar &r taliga for lag vattenaktivitet (Pahlow et al., 2003), lagt pH-
vérde ner till 4 (Middelhoven & van Baalen, 1988) och lag syrehalt (Pahlow et al., 2003).
Jastsvampar forokar sig genom sexuell reproduktion eller asexuell reproduktion (Pahlow et
al., 2003). Vid sexuell reproduktion anvands sporer dar positiva och negativa jastsvampar kan
producera sporerna. Asexuell reproduktion ar det vanligaste reproduktionsséttet och sker
genom avknoppning. Avknoppning &r da en dottercell formas pa modercellen, dottercellen ar
en kopia av modercellen (Willey et al., 2009c).

De tre viktiga faktorer som paverkar jastfloran i ensilage ar méangden luft vid inlaggning av
ensilage, typ av groda som ensileras och tillsatsmedlet myrsyra i ensilaget (Pahlow et al.,
2003). Betydelsen av mangden luft i ensilaget vid inlaggning pa jastfloran har studerats av
Jonsson och Pahlow (1984). | forsoket kunde de observera att under anaeroba forhallanden
var det huvudsakligen S.cerevisiae jast som fermenterade i ensilaget. Vid aeroba forhallanden
i ensilage observerades att Candida. spp och Hansenula. spp var den Overrepresenterande
jasten i ensilaget. Att det var olika jastarter i aerob och anaerob miljo beror troligtvist pa att
Candida. spp och Hansenula. spp har ett tillvaxtoptimum vid aeroba forhallanden och tillgang
till socker, vilket gor att de kan konkurera ut S.cerevisiae (Pahlow et al., 2003). Vilken grdda
som valjs till ensilering paverkar jastfloran eftersom jast tenderar att tillvaxa i grédor som
innehaller socker. Den tredje faktorn som paverkar jastfloran ar tillsatts av myrsyra i
ensilaget, jasten kan anvanda attiksyra och mjélksyra vid fermentering som resulterar i hoga
etanolhalter. Utkonkurrerandet av mjolksyrabakterier sker pga. att jasten forbrukar glukos och
mjoOlksyra vilket gor att ndaringen for mjolksyrabakterierna minskar och pH-vérdet okar i
ensilaget (Pahlow et al., 2003).



Metabolism

Vid anaeroba forhallanden anvander jast socker t.ex. glukos, sukros och maltos i ensilaget.
Vid fermenteringen bildas etylalkohol, VFA (acetat, butyrat och propionat), koldioxid och
andra alkoholer t.ex. propanol (Middelhoven & van Baalen, 1988). Vid fermenteringen
kommer glukos att brytas ned i glykolysen till pyruvat. Via dekarboxylering kommer pyruvat
dekarboxylas bilda acetaldehyd av pyruvat. Med hjélp av alkohol dehydrogenas bildas
etylalkohol av acetaldehyd (Rooke & Hatfield, 2003). Problemet &r att jasten tar
kolhydraterna fran mjolksyrabakterierna och kan pa det viset konkurera ut
mjolksyrabakterierna. Etanolen kan bidra till smakfel pa mjolken (Randby et al., 1998). Néar
jasten har tillgang till syre kommer den i stallet att anvanda sig av mjdlksyran som
mjOlksyrabakterierna har bildat (Yimin et al., 1999). Detta sker eftersom jast kan fermentera
mjolksyra via glykolys, citronsyracykeln och elektrontransportkedjan. Jasten fermanterar
mjOlksyran till vatten och koldioxid. Forbrukningen av mjolksyra leder till att pH-vérdet
stiger i ensilaget och fler mikroorganismer kan tillvaxa. (Pahlow et al., 2003 ). | ett forsok
gjort av Selwet (2008) pa majsensilage observerades att antalet jast 6kade kraftigt da ensilaget
utsattes for syre. Forfattaren observerade ocksa att jasten 6kade med ca 51 % i myrsyra
substrat jamfort med substrat som inte hade blivit behandlat med myrsyra. Vid tillgang pa
propionsyra 0kade antalet jast med ca 57 % jamfort med substratet som inte blivit behandlat
med nagot tillsatsmedel. | substrat med propionsyra, myrsyra och ammoniumjoner Gkade
jastcellerna med 23 % i forhallande till substrat som inte var behandlat med nagot
tillsatsmedel.

Klostridiers forhallande till aerob miljo och jast

Klostridium &r en strikt anaerob bakterie, trots det aterfinns den ofta i ytskiktet i ensilage som
blivit utsatt for luft. Redan 1935 kunde Beynum och Pette isolera prover fran ensilage med
stora mangder jast tillsammans med klostridiesporer. Aven pé senare tid har det observerats
att klostridiebakterier aterfinns i riklig mangd tillsammans med jastsvamp. De har observerat
att klostridier kan bilda sporer i aerob miljo (Jonsson, 1989: Jonsson, 1991). Jonsson (1991)
studerade klostridiesporer i grasensilage i storbalar dar det observerades att ytorna pa
ensilagebalar som blivit utsatta for aerob miljo hade generellt ett htgre pH-varde pa ytan,
hoga varden av smorsyra, forhojda nivaer av mogel och klostridiesporer. Det hogsta antalet
klostridiesporer fanns pa ytan i ensilagebalen. Efter 40 dagar i aerob miljo observerades att
klostridiebakterierna hade véxt djupare in i balen.

Tabell 1 Positiv(+) eller negativ (-) korrelation mellan mikroorganismanalys och kemiskanalys av
majsensilage, temperatur skillnader mellan ensilagetemperatur och referenstemperatur vilket var i
karnan av ensilaget, uppmatt 400mm fran nedbrytningsomradet (drt). Dar — ar negativ korrelation och
+ &r positiv korrelation (modifierad fran Borreani & Tabacco 2010)

Registrering drt | Ts- | Vattenaktivitet | PH | Jast | Mogel | Klostridiesporer | Temp | Nitrat | mjélksyra
halt

Ts- halt +

Vattenaktivitet | +

pH + + +

Jast + + + +

| Mdgel + + + + +

Klostidiesporer | + + + + + +

Temperatur + + + + + + +

Nitrat - + +

Mjolksyra =

attiksyra - - - - - - - R + +
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| en studie utfort av Borreani och Tabacco (2010) pa majsensilage observerade de ocksa
tydliga samband mellan jast och klostridier i ensilage. De observerade ett positiv samband
mellan klostridier, jast och aerob nedbrytning, klostridier, jast och vattenaktivitet, klostridier,
jast och pH-varde, samt klostridier och jast. De fann ett starkt positivt samband mellan
klostridier, jast, mogel och ts-halt. Det var en negativ korrelation mellan klostridier och jast
for nitrat, mjélksyra och attiksyra (tabell 1).

| ett annat forsok gjord av Vissers et al. (2007) i Nederlanderna studerades koncentrationen av
klostridier i ensilage och dess relation till aeroba forhallanden. Forsoket var uppdelat i tva
olika studier dar den ena studien gick ut pa att jamfora halten klostridier i gras- och majs
ensilage. Andra forsoket utfordes pa majsensilage, dar relationen mellan syretillgang och
klostridier studerades. | det forsta forsoket ingick 21 gardar som hade grasensilage,
majsensilage och blandensilage mellan grds och majs. Ensilaget forvarades i silos och de tog
prover fran ytan och pa mogelflackar i alla ensilage. | det andra forsoket valdes det
slumpmassigt ut atta gardar som hade majsensilage som utfodrades till mjolkkor.
Ensilagesilon delades upp i fraktioner med 5 indelningar och 3 djup och kérna av silon. Fran
varje sektion och djup togs prover pa temperatur, pH och mikroorganismflora. 1 forsta
forsoket kunde de konstatera att det inte fanns nagra skillnader mellan sporkoncentrationen pa
ensilageytan mellan grds- och majsensilage. Dock konstaterades att hoga halter
klostridiebakterier pa omkring log 5 per g var vanligare pa ytan av ensilaget an i mitten av
ensilaget. | grasensilaget fann de att 5 % av det yttre lagret hade hdga klostridiesporhalter
medan 0 % av ensilaget i mitten av silon hade hoga halter av klostridiesporer. Det var
betydligt hogre sporhalt vid mogelflackar pa ytan av ensilaget for bade gréas- och majsensilage
jamfort med i k&rnan av ensilaget. De allra hogsta koncentrationerna av klostridiesporer
aterfanns i mogelflackar i majsensilage. Sporhalterna kunde vara upp till log 5,5
klostridiesporer per gram i mogelflackarna och i mer d&n 70 % av fallen fanns det log 5
klostridiesporer per gram i majsensilaget. Grasensilaget innehdll ocksa hdgst koncentration av
klostridiebakterier i mogelflackar pa ytan av ensilaget. Koncentrationen av klostridiebakterier
pa ytan i mogelflackarna var log 4 klostridiesporer per gram grasensilage. | studien
observerade de en signifikant lagre niva klostridiebakterier i mogelflackarna i grasensilaget
jamfort med majsensilaget. De observerade ocksa att mogelflackarna var mellan 5- 10 ganger
storre i majsensilaget an i grasensilaget. | blandensilaget var det ca 10 % av gardarna som
hade log 5 Klostridiesporer per gram ensilage. De hittade en lagre medelkoncentration
klostridiesporer i grasensilaget jamfort med blandensilaget. Aven majsensilaget hade lagre
klostridiesporhalt. Dar det var hog halt av jast och madgel var det ocksa hogst halt av
klostridiesporer, i alla ensilage. De upptdckte att grasensilaget hade generellt ett hogre pH-
varde an majsensilaget. Det kunde inte konstateras nagon signifikans mellan ts-halt, pH och
mikrobiellflora. 1 den andra studien hade 16 av 128 fall hoga klostridie halter i yttrelagret
medan de aldrig hittade hoga halter i kdrnan av ensilaget, vilket pavisar att det inte sker nagon
tillvaxt av klostridiebakterier efter inldggning i silon. | majsensilaget var de hogsta halterna av
jast, mogel och klostridier i yttre lagret, &ven de hogsta temperaturerna och hogsta pH-
vardena var dar. De har resultaten pavisar att klostridiesporer aterfinns tillsammans med jast
och mogel dar temperaturen & som hogst, syrehalten hdgst och pH-véardet som hogst. De
visade ocksa att tillvaxt av jast och mogel i aerob miljo orsakar temperaturdkningar i ensilaget
som i sin tur gor att andra mikroorganismer kan tillvaxa och pa sa vis 0kar pH-vardet nar
mikroorganismerna orsakar fermentering i ensilaget. Nar pH-vardet stigit till minst 4,4 kan C.
tyrobutyricum tillvéxa, vilket kunde observeras i forsoket.
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| ett forsok utfort av Tabacco et al. (2009) i Italien pa majs- och vallensilage sag de att
klostridier 6kar i antal i aerob miljé. De observerade att temperaturen i majs- och vallensilaget
lagrat i silo utan tillsatsmedel och majs- eller vallensilage med tillsatts av Lactobacillius
plantarium var omkring 20 grader Celsius vid 6ppning av silon. Efter ca 162 timmar av aerob
miljo nddde majsensilaget utan tillsatsmedel ett temperaturmaximum pa ca 45 grader Celsius.
Vid 183 timmar nadde majsensilage med tillsatsmedel ett temperaturmaximum pa ca 45
grader Celsius. | vall ensilaget observerades att ensilaget som var behandlat med L.
plantarium nadde en maximaltemperatur vid ca 223 timmar vilken var 40 grader Celsius. |
vallensilaget utan tillsatsmedel observerades ett temperaturmaximum vid ca 75 timmar pa 40
grader Celsius. Vid aerob miljo i 100 timmar observerades att jasten 6kade i antal i bade majs
och vallensilage. Klostridierna ckade kraftigt efter 100 timmar i majsensilage och nadde ett
maximum vid 175 timmar pa 6ver log 6 sporer per gram. | vallensilaget 6kade klostridierna i
antal efter 100 timmar men inte lika kraftigt som i majsensilage. Klostridiebakterierna i
vallensilage nadde sin topp efter 200 timmar och minskade sedan sakta. Den maximala halten
i vallensilaget var nagot 6ver log 3 sporer per gram.

Diskussion

Kung (2000) och Sundberg & Haggblom (2000) &r 6verens om att en dalig hygien vid
ensilagehantering kan bidra till tillvaxt av jast och klostridier. Detta beror pa att gronmassan
redan innehdller hoga halter av bakterier som snabbt kan tillvaxa da fermenteringen startar
och temperaturen okar i ensilaget (Kung, 2000; Sundberg & Héaggblom, 2000). Dessutom har
McEniry et al. (2007) visat att fel ts-halt & en bidragande faktor till oonskad mikrobiell
tillvaxt i ensilaget. Rooke & Hatfield (2003) visade att mjolksyrabakterier spelar en stor roll i
ensileringen genom snabb sankning av pH-vérdet till ca 4, vilket gor att de flesta
mikroorganismer far svart att tillvaxa (Kung, 2000; Pahlow, 2003). Tabacco (2010) och
McEniry et al. (2007) har bada visat den stora betydelsen av den anaeroba miljon i ensilaget
for att forebygga odnskad mikrobiell tillvaxt. Detta eftersom tillvdxten av o6nskade
mikoorganismer i ensilaget minskar da det ar anaerob miljo, lagt pH-varde och kontrollerad
vattenaktivitet (McEniry et al., 2007; Tabacco, 2010). God ensileringsteknik &r intressant
eftersom det gynnar lantbrukaren att astadkomma god naringsmassig och hygienisk kvalitet i
ensilaget, vilket leder till forbattrad ekonomi for lantbrukaren. Bra ensilage ger friska djur
som minskar veterinarkostnader, djuren producerar bra vilket ger ett bra pris pa mjolk och
kott.

Jast forbrukar kolhydrater och mjélksyra i ensilaget (Middelhoven & van Baalen, 1988;
McDolnad et al., 1991) medan klostridier ocksa forbrukar protein i ensilaget (Pahlow, 2003;
Fonknechten et al., 2010). Beynum & Pette (1935), Burri (1936) och Rosenberg (1956) &r inte
6verens om vilka kolhydrater som klostridier kan fermentera. Dock kan det konstateras att
klostridier kan fermentera enklare sockerarter sa som glukos (Beynum & Pette, 1935; Burri,
1936; Rosenberg, 1956). Skillnaderna i resultaten beror troligtvis pa att de har anvént olika
metoder vid forsoken. Metoderna som eventuellt anvénts kan vara substrat och ensilage. Det
kan ocksa bero pa vart forsoket ar utfort nagonstans eftersom klimat har paverkan pa
mikroorganismer i form av temperatur och vattentillganglighet. Aven andra mikroorganismer
i ensilaget kan samverka med klostridier och innebéara paverkan pa forsoken.

Forbrukningen av naring i ensilage skall ses som ett stort problem da energiforlusterna far
ersdttas med kraftfoder till djuren vilket kan vara ett stort problem for ekologiska bonder som
endast far anvanda en begransad andel kraftfoder i foderstaten till djuren. Dessutom kan stora
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méngder kraftfoder i foderstaten ge problem med vomacidos och nedsatt konsumtion och
produktion hos mjélkkor och vaxande ungnot (Mgbeahuruike, 2006).

Majsensilage tenderar att innehalla stérre mangder jast an vad gréas- och kléverensilage gor.
Detta beror pa att jasten tillvaxer lattare i ensilage som har hoga halter kolhydrater som t.ex.
majs. Gras-kloverensilage ar nagot svarare att ensilera pga. mindre kolhydrater vilket gor att
mjolksyrabakterierna far det svarare att tillvaxa. Klostridierna kan daremot anvanda protein i
ensilage med lag halt kolhydrater och kan utkonkurrera mijolksyrabakterierna genom att
forbruka de kolhydrater som finns (Jonsson, 1991; Vissers et al., 2007; Borreani & Tabacco,
2010). Detta visar vikten av att fa en sa stor population mjolksyrabakterier i ensilaget som
mojligt, sarskilt i majsensilage och tidigt skordat grasensilage da kolhydraterna till storsta
delen bor anvéndas av mjolksyrabakterierna och inte av jastsvamp. Detta &r en intressant
lakttagelse som visar att det ar viktigt att ta hansyn till olika faktorer vid ensilering av olika
grodor och faltflorans paverkan for att motverka oonskad mikrobiell tillvaxt. Sambandet
mellan Klostridier och jést i kolhydratrikt ensilage verkar troligtvis genom att syre kommer in
i ensilaget vilket orsakar tillvaxt av jast eftersom jast ar talig for laga pH-varden (Norrman,
1985; Middelhoven & van Baalen, 1988). C.tyrobutyricum &ar ett exempel pa en
klostridiebakterie som tal laga pH-vérden och kan fermentera mjolksyra i ensilaget (Vissers et
al., 2007). Nar jasten tillvéxer 6kar pH-vérdet eftersom jasten férbrukar mjolksyran i ensilaget
(Pahlow et al., 2003 ). Andra aeroba bakterier borjar tillvaxa da pH-vardet okar (Vissers et al.,
2007). Till en borjan kommer antalet mikroorganismer som &r aeroba att tillvaxa och syre kan
tranga in i balen, vilket okar tillvaxten av aeroba mikroorganismer (Vissers et al., 2007). Da
mikroorganismerna successivt Okar minskar syret som kan trdnga in 1 balen och
mikroorganismerna kommer forst att forbruka syret pa ytan. Detta medfor att en anaerob
miljo uppstar med ett hogre pH- varde (Pahlow et al., 2003; Vissers et al., 2007 ). Anaeroba
bakterier borjar tillvaxa da pH-vardet Okar och anaerob miljé uppstar. De anaeroba
bakterierna fermenterar socker och syror som finns tillgdngliga i ensilaget (Vissers et al.,
2007). | forsoket av Visser et al. (2007) visade resultatet att jast stiger till ett optimum och
sedan Okar antalet klostridier. Det beror troligtvist pa att det da bildats tillrackligt mycket
koldioxid for att Klostridier skall kunna tillvdxa i ensilaget. Det &r ett viktigt konstaterande
eftersom de pavisar ett samband mellan klostridier och jast. Finns det en samverkan mellan
jast och klostridier kan klostridietillvaxt forebyggas genom att forhindra jastsvampar att
tillvaxa i ensilaget. Dock finns det annu inte tillrdckligt med studier i &mnet utan det skulle
behdva utforas fler forsok for att det skall ga att konstatera hur och varfor jast och klostridier
samverkar. | gras-kloverensilage som har en hog andel klover och darmed lag sockerhalt har
ocksa mer klostridier men vanligtvis inte mer jastsvampar (Harrison et al., 2003). Dér borjar
klostridierna tillvaxa forst vilket producerar smdorsyra och andra organiska syror samt
koldioxid i ensilaget (Pahlow et al., 2003).

Slutsats

For att forebygga klostridier och jast i ensilage ar det viktigt att ha en anaerob miljo (framst
jast) och lagt pH, ratt ts-halt och att ta hansyn till vilken groda som skall ensileras. Jast och
klostridier forbrukar nédring i ensilaget i form av kolhydrater och protein. Det finns en
samverkan mellan jést och klostridier. | majsensilage skapar jéast problem da jast latt tillvaxer i
den kolhydratrika miljon och skapar en gynnsam miljo for klostridier att tillvaxa da
kolhydraterna minskat och protein finns kvar. | kolhydratfattig miljé som i grés-
kloverensilage &r det klostridier som ar huvudsakliga problemet.
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