


PROEFSTATION VOOR DE RUNDVEEHOUDERIJ, SCHAPENHOUDERIJ EN PAARDENHOUDERIJ

Lelystad

SPOREN VAN BOTERZUURBACTERIEN IN KUILVOER

Spores of butyric acid bacteria in silage

(Summary end conrclusions in English)

Ing. A.G. Hengeveld

Redactie: ing. L. Pelser

RAPPORT nr. 86 APRTL 1983






INEOUD

Inleiding
Opzet onderzoeck

Uitvoering onderzoek

3.1, Aanleg proefkullen

3,2, Monatername

3.3. Bepalingsmethodiek voor sporen van boterzuur-
bacterién

3.4, Verwerking resultaten
Ontwikkeling van sporen van boterzuurbacteril¥n
Beoordelingsnorm kuilvoer

Resultaten

6.1. Beametting door organische mest
6.2. Schudintensiteit

6.3%. Droge-stofgehalte bij inkuilen

6.4. Laadapparatuur

6.5. Landbouwzout als toevoegmiddel

6.6. Wijze van bewaring

. Discussie

. Aanbeveling voor zanvullend onderzoek

Samenvatting en conclusies
Literatuur

Bijlagen 1 - 6

hlz.

D - ~r > W

10

12
15
15
16
18
20
22
22

28
40
41
45



i0.

TABLE OF CONTENTS

Introduction

., Desigh of experiment

Experimental

3.1. Engiling

3.2, Sampling

3.3, Determination of spores of butyric acid bacteria

3.4. Working up of results
Development of spores of butyric acid bactexia
Judgment standard of silage

Resultis

6.1. Contamination with organic manure
6.2. Tedding intensity

6.3. Dry matter content at ensiling
€.4. Loading apparatus

6.5. Salt as additivé

6.6, Preservation

Discussaion

hecommendation for additional experiments
Sumnary and conclusions

Litterature

Appendices 1 - 6

(o)}

c o O -3 -2

12

15
15
16
18
20
22
22

28
40
A1
45



1. INLEIDING

De laatste jaren wordt de Zuivelindustrie in ons land steeds meer
geconfronteerd met sporen van gasvormende clostridia (boterzuurbacterién)
in de te verkazen melk, De kans op het vanouds bekends probleem "knijper!
of "laat log" bij kaas neemt daardoor toe. Dit kaasgebrek doet zich
vooral voor bij de grote "Goudse kazen" die langer (tot ca. 6 maanden)
worden bewaard. Behalve de hierbi) optredende grote galen in de kaas
is de smaak meestal ook sterk afwijkend. Het percentage kaas dat om deze
redeneﬁ voor export wordit afgekeurd, neemt hierdoor de laatste jaren toe.
Dit probleem heeft reeds tot gevolg gehad dat in enkele gebieden van
ons land momenteel sen korting op de melkprijs wordt gegeven bij een te
hoog aantal van deze sporen in de afgeleverde melk,

Omdat bij de nieuwe kwaliteitsregeling gesproken wordt over aporen
van boterzuurbacteridn in plaats van sporen van gasvormende clostridia
wordt in helt vervolg gesproken over gporen van boterzuurbacterién.

Uit oridnterend onderzoek (1) van het Nederlends Instituut voor
Zuivel Onderzoek (NIZ0) naar het aantal sporen van boterzuurbacterizn
in praktijlkdauilvoer bleek dat in voordroogkuilen grote hoeveelheden van
deze sporen voor kunnen komen. Ock in kuilen die op grond van conser-
veringstechnische criteria (gehalte aan boterzuur en ammoniakfractie)
goed waren geslaagd, kwamen deze sporen voor.

Eén en ander was voor helt NIZ0 aanleiding om overleg in breder
verband te starten. Hierbi] waren betrokken: Consulentachsap voor Melk-
winning, Melkhygi¥mne en Boerenkaasbereiding (CMMB), Wageningen} Consu-
lentschap voor de Rundveehouderij (CR), Groningen; Cobperatieve Vereni-
ging Noord-Holland G.A., Alkmaar; DOMO Melkproduktenbedri jven, Beilen:
Instituut voor Veevoedingsonderzoek (IVV0), Lelystad; NIZO en het Proef-
station voor de Rundveehouderij, Schapenhouderij em Paardenhouderij (PR),
Lelystad, Dit overleg leidde tot een bredere aanpak van het onderzoek
naar het sporenprobleem. Onderzoesk werd gestart op het gebied van stal-
en melkhygidne (CMMB) en op het gebied van inkuilen {(IVVO en PR). Het
PR nam daarbij het inkuilonderzoek op praktijkschaal voor zijn rekening.

De resultaten van dit onderzoek dal van 1977 t/m 1980 is uitgevoerd,

2ijn in dit rapport weergegeven,



2, OPZET ONDERZOEK

Het inkuilonderzoek op praktijkschaal was volledig gerichi op de
huidige voederwinnings- en inkuilmethoden. Er is daarbijnagegaan onder
welke omstandigheden we veel sporen in de kil kunnen verwachten en
welke factoren daarbij een rol spelen. Deze opzet is gekozen om op
korte termijn meer gerichte voorlichting over dit probleem te kunnen
geven.

De invloed op de ontwikkeling van boterzuurbacteridn is van de
volgende punten nagegaan:

- Bemesting van het grasland met organische mest waarxrin veel sporen
voorkomen;

-~ Het aantal keren dat het gras gemiddeld per dag wordt geschud;

- Het droge-stofgehalte van het gras op moment van inkuilen;:

- Laadapparatuur; hierbij zijn drie mogelijkheden nagegaan te weten:
opraapwagen meestal voorzien van 3 messen, opraapdoseerwagen met 15
34 20 messen en de hakselaar voorzien van het halve aantal messen;

In deze volgerde neemt cok het verkorten en vervolgens mengen van
het gras toe;

- Het gebruik van landbouwzout als toevoegmiddel;

- Bewaring. Hierbi) is onderscheid gemazki tussen direct en ra enige
dagen luchtdicht afsluiten van gen knil, In het laatste geval vindt
opwarming (bxroei) plaats,

Voor de afdekking is onderscheid gemaakt tussen plastic voorzien van
een grondlaag en alleen plastic, Bij slleen plastic is zwart en wit

rlastic gebruikt.



3, UITVOERING QWDERZOEK
Het onderzoek is uitgevoerd op de Waiboerhoeve, proefboerderij van
het PR en op de regionale onderzoekcentra voor de rundveehovderij (ROC)

Boama Zathe, Cranendonck, Heino, de Vliiexrd en Zegveld.

3.1, Aanleg proefkuilen

Er is geprobeerd de proeven zoveel mogelljk onder prakiijkomstendig-
heden uit te voeren. Per proef 1s steeds in enkelvoud de invloed van
enkele behandelingen op het aantal sporen nagegaan. Het amantal behande-
lingen en de hoeveelheid in te kuilen gras is per proef beperki.De
proeven konden zd snel aangelegd worden zodat per behandeling vergelijk-
baar gras kon worden ingekuilld. Om toch enige statistische ondersteuning
bij de wverwerking van de resulialen mogelijk te maken 2ijn in de tijd
een aantal herhalingen aangelegd. Bij de proeven is gebrulk gemaakt van
de op de betreffende proefboerderijen panwezige voederwinnlngsapparatuur.

Bij de proeven waar de wijze van bewaring (afdekking) geen onderzoek-
aspect was,zijn de verschillende objecten steeds tegen elkaar geplaatst,
onderling door plastic gescheiden. Ondanks een kleine hoeveelheid gras
per behandeling (meestal één wagen) had men in totaal toch een wat grotere
kuilafmeting (ca. 3 meter ¥ 15 meter). Alles werd dan, als één kuil,
nmet alleen twee zwarte zeilen polyethyleen (PE, 0,15 mm dik) of 4én PE
voorzien van eeon gronddek afgedekt. Ter controle van de afdekking is
per proef de kuiltemperatuur met thermokoppels regelmetig gematen.

Bij proeven waar met name de bewzaring een punt van onderzoek was,
werd per behandeling meer gras (2 wagens; kuilefmeting 4 m x 4 m) in-
gekuild en werden de kuilen los van elkaar geplaatet.

Om binnen een proef per behandeling zo goed mogelijk vergelijkbaar
gras in te kuilen wat de botanische en chemische samenstelling betreft,
is steeds unitgegaan van een gelijkmatig grasbestand. NDaarnaagt werd het
gras per behandeling steeds gelijk verdeeld over het perceel geladen.

Het gebruik van toevoegmiddelen moet in de praktijk worden gezien
als een noodoplossing bij slecht weer, dus bij gras dat reeds enige
dagen gemaaid en eventueel geschud of gewiersd op het land ligt.

In het onderzoek zijn dergelijke omstandigheden moeilijk te plannen.
Deze proeven zijn uitgevoerd met gras dat, 2ls gevolg van een korte
veldperiode, bij een laag droge~stofgehalie is ingekuild.
Waarschijnlijk is dus gemakkelijker inkuilbzar gras gebruikt dan in
geval van een slechi-weerpericde. Telt zout is védr net wiersen over
het geschudde gras gestroold. Hierblj is rekening gehouden met 30 &

40 % zoutverlies,



2.2. Monstername

Afhankelijk van de proef en het doel zijn diverse monsters genomen;
vaste mest, drijfmest, gras op stam, zode, vers gemaaid gras, gras direct
na inkuilen en kuilwvoer,

Do vaste mest is véér het laden bemonsterd met een zgn. "ladeboor" (voor
monstername in snijmaiskuil).

De drijfmest is na mengen in de keldexr met een putemmer of tljdens het
ultrijden achter bij de vaculintank bemonsterd,

Van gras op atam en vers gemaaid gras ia op het veld een verzamelmonster

{gesneden of geplukt) genomen (snijhoogte ca. 5 cm).

De zode is bemonsterd door op regelmatige afstanden een oppervlakte wvan
ca., 4 x 4 cm2 ongeveer 1 cm diep uit te steken.

Per vergamelmonater werd vexrvolgens een duplo monster genomen (bij het gras
met een grasboor).

Gras na inkuilen en het kuilvoer is 1n de kuil met de zogenaamde "Harkink-

boor"in duplo bemonsterd.

Er 1s steeds bemonaterd met schone monsterapparatuur, dat wil zsggen
dat na iedere monstername van een behandeling de apparatuur zodanig met
warm water 1s schoongespceld dat geen zichitbare monsiterresten meer aanwezig
waren. Het onderzoek van de monsters op sporen van boterzuur-

bacteri¥n is door het IVVO gedean.

3.3. Bepalingsmethodiek voor gporen van boterzuurbacterién

Het aantal sporen van lactaat vergistende clostridia in kuilvoer
is bepaald volgens de MPN-methode; dit wil zeggen de bepaling wvan het
neest waarschijnlijke aantal. Hiertoe zijn cultuurbuizen met voedings-
bodem van lactaat-acetaal agar geént met 1 ml uil een decimale verdunnings-
reeks van kuilvoer. Na pasteuriseren zijn de cultuurbuizen gedurende
zeven dagen anaéroob bebroed bij 37 °C. Buizen waarin gasbellen of
scheuren in agar waren ontstsan, zijn als positief beschowwd(2).

Omdat het aantal sporen wordt afgeleid uit de schatting van de

gaavorming is de betrouwbaarheid van deze bepaling nlei zo groot. EBEx
is sprake van een duldelijk verachil wanneer dit ongeveer een factor 10
bedraagt. De bepaling 1s steeds in duplo uitgevoerd zodat per object steeds

vier vitkomsten zijn verkregen.

3.4, Verwerking resultaten

De hoeveelheden sporen bepaald in de monsters zijn logaritmisch

verwerkt. Het gemiddelde aantal sporen van een reeks waarnemingen is dus
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berekend uwit de gemiddelde logarithme en niet uwit het gemiddelde van de
absolute gantallen. Bi) het berekenen van de betrouwbaarheid van ver-
schillen is wuit het SPSS-10 programma de test van Wilcoxon gebruikt,

Daarnaast is voor een betere beoordeling van verbanden nog een aantal

gegevens verwerkt via multipele regressie.

Onderzosker Hengeveld beoordeelt in een torensilo de kwaliteit van hat

kuilvoer,
Investigator Hengeveld judgses the guality of the silage in a tower silo,
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4, ONTWIKKELING VAN SPOREN VAN BOTERZUURBACTERIEN

Bacteri&n komen in principe overal voor. Aantal en scort kunnen
echter nogal wisselen. Op het gras en in de zode komen diverse soorten
voor. époren komen tijdens het uwitrijden van de west in de zode terecht.
Tijdens de veldbswerking kunnen deze met zoderesten in het gras terecht
komen., Wordt gemaaid gras tot hooi wvewerkt dan zal het oorspronkelijk
op het gras aanwezige‘aantal bacteridn niet of navwelijks toenemen,
Wordt het gras ingekuild dan ligt het duidelijk anders. Na het inkuilen
kurinen deze bhacterién zich, afhankelijk van de¢ omstandigheden, in meer
of mindere mate gaan ontwikkelen. Vooral bij lagere droge-stofgehalten
zijn direct na het inkuilen bi) afwezigheid van zuurstof de omstandig-
heden hiervoor gunstig.

Verschillende bacterién die actief zijn tijdens de kuilvcerfermen-
tatie produceren tijdens hun ontwikkeling organische zuren waardoor andere
bacterién, maar op den duur ock 2ij zelf, in hun groel worden geremd.
Deze gituatie komit meestal wvoor bij snijmais. Door een sterke melkzuur-
vorming kunnen boterzuurbacteridn zich niet meer ontwikkelen. Bij natte
graskuil is dit niet het geval en kunnen clogtridia zich ontwikkelen;
bijvoorteeld bacterié&n die eiwit afbreken tot ammoniak en boterzuur—
bacterién die koolhydraten en ook het gevormde melkzuur omzetten in
boterzuur, Onder gunstige omstandigheden kunnen zich van deze scorten
grote aantallen ontwikkelen, tol vele miljoenep per gram kuilvoer.

Wanneer de omstandigheden in de kuill voor verdere groei ongunstig
worden(bij voedselgebrek,een minder optimale temperatuur), kunnen met
name de boterzuvurbacterién voor =zen deel in een soort rusttoestand of
sporevorm overgzan. Deze 9Sporen kunnen lange 1tijd kiemkrachtig bilijven
en zljn beter dan de oorspronkelijke bacterign bestand tegen extreme
omstandigheden, zoals hoge temperatuur en lage pH. De sporen worden met
het voer door de koe opgenomen, passeren ongehinderd het maag-darmkanaal
en velanden in de mest. Tijdens het melken kowmt exr altijd wel een beetje
mest in de melk terecht en dus ook een aantal sporen van boterzuur-
bacteridn.

Deze aporen zijn thermoresistent (bestend tegen verhitting).

Ze overleven daarom pasteurisatie en komen zo in de kaas terecht,
Wordt slecht kuilvoer gevoerd, dan kan de mest wel ca. 1 miljoen sporen
per gram mest bevatten. Eén gram van deze mest in 100 liter melk betekent

al een besmetting van ca.10 sporen per ml.
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Z21ijn de omstandigheden in de kaas gunatig dar kunnen deze sporen
ontkiemen en de ontstane bacteri&n zich weer ontwikkelen. Ook in de kaas
wordt weer melkzuur omgezet in boterzuur. Door het gas @K& en Hé) wat
hierbi) gevormd@ wordt kunnen grote gaten in de kaas ontstaan, "laat los"
of "knijper" genoemd. Het gevormde boterzuur leidt bovendien tot smaak-

afwijkingen.

Sporen van boterzuurbacteri¥n

mest

mastverwerking

M T B A P k. D . B

gras/zode

voederwinning

kuilvoer
maagdarmkanaal
mest

nestverwerking melkwinning

eNnz. kaasbereiding

"knijper"

Sporesg of butyric acid bacteria

dxoppings

—— o s it e i T et e e

silage
gastro-intestinal tract
droppings

e e e e

ete. cheese making
“late blowing"
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5. BEOORDELINGSNORM KUILVOER

Ter beocordeling van kuilvoer zijn in het verleden enkele normen ont~
wikkeld. Deze zijn gebaseexrd op de kwaliteit met betrekking tot het slagen
van het conserveringsproces. Bij de analyse van przkitijkkuilen wordt hier-
voor momenteel de ammoniskfactor (NHB/N) bepaald. Bij het inkuilonderzoek
wordt doorgaans ook het gehalte aan boterzuur bepaald. De pH is als beoor-
delingscriterium meeilijk hanteerbaar, althans veoor kuilvoer met sterk
wisselende droge-stofgehalten,

Momenteel zijn er nog geen normen begchlkbaar om de kullvoerkwalltelt
met betrekking tot het probleem van "laat los" bij de kaasbereiding te
beoordelen. Wel is in overleg met NIZO en CMMB een maximaal aantal sporen
aangenomen dat 1n verband met de kasasbereiding nog in de melk mag voorkomen.
Maximazl 1 & 2 sporen per ml melk leveren bij de huidlge kaasbereidings-
techniek nog géén grote problemen op.

Verder zijn wit een NIZ0-steekproel gegevens gebruikl van praktijk-
beédrijven waar het verband tussen het aantal sporen in de melk en in de

mest bekend was. Op die bedrijven bleek dat nasrmate meer sporen in de mest

voorkwamen het aantal sporen in de melk doorgaans hoger was, zie figuur 1 (3).?

Figuar 1 Verband tussen het aantal sporen van boterzuurbacterisn per gram
koemest en het aantal van deze sporen in de melk. Waarnemingen

van 17 praktijkbedrijven. Bron: (3)

Figure 1 Relation between the number of spores of butyric acid bacteria per
& manure and the number of these spores in ths milk,.
Observations on 17 farms. Source: (3).

Sporen per g mest/Spores pPer & manure

10.000.000 —
1.000.000

100.000

10.000 -

10.000 A

100
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L0,10,7 1 10>10
Sporen per ml melk/Sporss per ml milk
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Om het aantal sporen per ml melk teo beperken tot 1 & 2 mag’uitgaande van
deze steekproef, de mest niet meer sporen bevatten dan ca. 50.000.

De bron van de besmetting van de mest zijn de sporen in het kuil-
voer die het maag-darmkanaszl van de koe onaangetast passeren. Het is tot
nu toe niet duidelijk of in het maag-darmkanaal van de koeien bij voedering
van graskuil vermeerdering van sporen plaats vindt (4). Wel wordt erop ge-
wezen dat gezien de vertering in het maag-darmkanaal enige verhoging van
hetv aantal sporen in de meat ten opzichte van het asntal in het kuilvoer
kan worden verwacht. Bij ander onderzoek (3 en 5) waar de invioed van de
voorbehandeling op de mate van besmetting van de melk ig nagegsan werd
per gram mest nagenoeg cenzelfde aantal sporen geteld als per gram kuil-
voer, Voorlopig is er geen reden snige verhoging in santal te veronder-

gtellen.
Goed kuilvoer mag derhalve maximasl 50.000 sporen per gram be-

vatten. Bi) een asantal sporen in de melk van ca. 10 of meer psr 1 ml zullen
bij de kaasbereiding duidelijk problemen opireden. In de mest komen dan

ca., 500.000 sporen of meer voor. Kuilvoer met meer dan 500.000 sporen pexr
gram kunnen we dan ook als slecht aanmerken.

Het voorstel staat in tabel 1.

Tahel 1 Voorstel beoordslingsnorm kuvilvoer met betrekking tot aantal

gporen van boterzuurbacterién

Aantal sporen Beoordeling van
per gram kuillvoer het kuilvoer
Minder dan/iess than 50.000 goed/goo&

50, 000-500.000 natig/moderate
Meer dan/More than 500.000 slecht/bad
Wumber of spores Judgment of

per g silage gilage

Table 1 Proposition Jjudgment standard silage in relation to the number

of spores of butyric acid bacteria

Fr is uitgegaan van"aantal sporen per gram kuilvoer', dat zowel
voor nat als voor droog kuilvoer geldt. Bij bijvoorbeeld droge-stofgehalien
van 25 % en 50 % kan men wat het aantal sporen in het kuilvoer betreft
op droge-atofbasis hoogstens een maximaal verschil wvan een factor 2 ver-
wachten.

Deze benadering geeft mogelijk een eerste aanzet om tot goede he-
oordelingscriteria (en misschien op droge-stofbasis) te komen.
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Tabel 2 Besmetting door organische mest

SR CE—

Proef (ROC, jaar) Geen org. Vaste mest Drijfmest
mest I II T II
1.(He1no,1977)
Datum aanwending/date application - - - 22 febr. 1 april
Aantal sporen per g/spores per g ;
|
- mest/menure ~ - - 700.000
- zode by inkuilen/sward at 25,000 - - 25,000  25.000 |
ensiling 5
- gras bij inkuilen/grass at 350 - - 600 450
ensiling J
- kuilvoer/silage 950.000 - - 12.700 9,200
Ds bij inkuilen/DM at ensiling (%) 39,0 - - 39,0 36,9 |

2. (Bosme Zathe,1978)

Datum aanwending

Aantal sporen per g

13 febr. 6 april

13 febr., 6 april

- mest - 3.300.000 2.,050.000

- zode bij inkuilen 45,000 450.000  450.000 45.000  250.000

- gras bij inkuilen 25.000 450.000  $5.000 7.500 25.000

- kuilvoer 4.300 148,000 645.000 19.000 20.000

Ds biJ inkuilen (%) 58,0 57,7 58,9 60,2 54,7

3. (Zegvexd,1978)

Datum sanwending - 3 mri. 5 april 3 mrt, 5 april

Aantal sporen per g

- megt - 2.050.000 250.000

- zode bij inkuilen 45,000 45.000  45.000 45.000 45.000

- gras bij inkuilen 250 25.000 250.000 4.500 2.500

- kuilvoer _ 11.000.000 1.900.000 2.050.000  1,050.000 690.000

Ds bij inkuilen (%) 38,6 38,6 41,3 41,7 42,8

4. (Zegveld,1978)

Datum asnwending ~ 24 juli - - -

Aantal sporen peéer g

~ mest - 400.000 - - -

~ zode bij inkuilen A8.000 48.000 - - -

- gras bij inkuilen 1.900 110.000 - - -

- kuilvoer 430.000 2.400.000 - - -

Ds bij inkuilen (%) 43,8 45,0 - - -

No5 (%) in ds bi)j inxuilen 1,9 0,7

Experiment (Farm, year) No organic I 11 1 iI
manure Manure Slurxy

Table 2 Contamination with organic manure
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6. RESULTATEN

De resultaten zullen achtereenvolgens per onderzoeksaspect (zie

hoofdstuk 2) worden besproken.

6.1. Besmetting door organische mest

Om na te gaan of een bemesting met organlsche mest met veel sporen
van invliced is op de beginbesmeliting met sporen op het gras en wellicht
ook op het santal in het kuilvoer zijn 4 proeven aangelegd, Vaste wmest
en/of drijfmest met veel sporen 1s op verschillende tijdetippen aangewend
(tabel 2). Uit bepalingen van sporen in mestmonsters bleek dat het aan-
tal sporen in de mest varieerde van 100,000 tot 800.000 per gram mest.
Ook op willekeurige bedrijven zijn deze aantallen gevonden.

De mest is bvij 3 proeven op twee tijdstippen in de periode half
februari tot begin maart aangewend. De ecerate snede is vervolgens inge-~
kuild, Bij de laatste proef is op 24 juld bemest terwijl eind auguoatus
is ingekuild. _

- De invloed van de bemesting op het aantal sporen in de zode is
gterk wisselend. Bij proef 1, 3 en 4 is geen verhoging van het
aantal sporen vastgesteld. Alleen bij proef 2 is er met vaste
mesl sprake van,K een duidelijk hoger asantal sporen in de zode

- Bij de objecten met en zonder drijfuwest is het aantal sporen per
gram gras blj inkuilen lager dan het aantal sporen per gram zode.

- Wordt vaste mest gestrooid dan is dit meestal niet zo. Hier mag
worden verondersteld dat bij vaste mest meer mestdelen tijdens de
veldbewerkingen in het gras komen waardcor de kang op een toe-
name van het aantal sporenm in het gras op moment van inkuilen
groter wordt.

- Vergelijken we de objecten met en zonder drijfmest dan blijkt
uit de proeven 1, 2 en 3 geenszias een nadelige invloed van het
santal sporen in de mest op het aantal sporen in het kuilvoerx.
Ten aanzien van bemesten met vaste mest bleek de kans op meer
gporen in het gras bilj inkuilen groter.

- Bij proef 2 wordt het grotere aantal sporen in het kuilvoer bi]
het object vaste mest verocorzazkt door de hogere aanvangsbe-
smetting met mest—- en zoderesten. Evernals blj de andere objecten 1is
bij deme proef het zantal sporen tijdens het inkullen niet toege-~

nomen, wellicht als gevolg van het hoge droge—-stofgehalte.
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- Bij proef 3 heeft het laat uitrijden van vaste mest ook een hogere
beginbesmetting in het gras bi)j inkuilen tol gevolg. Het aantal spo-
ren neemt tijdens het conserveringsproces sterk toe, Dit is echter
ook het geval bij de controleknilen waar uiteindelijk een nog
groter aantal sporen is gevormd. Ook hiexr geeft de grotere begin-
besmetting als gevolg van vaste mest dus geen extra vermeerdering
van sporen in het kuilvoer.

- Alleen bij proef 4 heeft een hoge Dbeginbesmebtting van vaste mest
een extra vermeerdering van het aantal sporen in het kuilvoer tot
gevolg, Het lager aantal sporen in de contirolekuil kan ook een ge-

volg zijn van een hoger NO,-gehalte in het gras bij inkuilen zoals

3
uit de analyse bleek (nl. 1,9% tegenover 0,7 % in de droge stof,

tabel 2). Boterzvurbacteridn worden door nitriet dat bij de reductie
van nitraat ontstaat in hun ontwikkeling geremd. Wellicht dat hier-

door ook de sporevorming in de coutrolekuil wat is afgeremd,.

6.2. Schudintensiteit

Haarmate gras tijdens de veldperiode vaker wordt geschud, mag worden
aangenomen dat het, onder goede droogomstandighkeden, gelijkmatiger droogt.
Om na te gaanm of exr in d4it verband ook sprake is van een positief effect
op het zantal sporen zijn 27 vergelijkende proeven aangelegd. Hierbi j
ig getracht een verschil in het aantal keren schudden aan te brengen. Dit
gebeurde door bi] goed weer een object eenmaal en een ander object twee-
maal per dag te schudden en daarna beide objecten bij een vergelijkbaar
droge-stofgehalte in te knilen. Het gras van beide objecten is op de dag
varn masgien éénmeal gegchud. Voor een deel betreft het proever waar mel
gras afkometig van eenzelfde perceel deze vergelijking is aangelegd bij
enkele droge-stofniveaus. Van deze 27 vergelijkingen zijn enkele gemid-
delde uitkomsten in tabel 3 vermeld. Meer gegevens zijn per proef samen-
gevat in bijlage 1.

Gemniddeld zijn het intensief en het minder intensief geschudde
gras bij eenzelfde droge-stofgehalte ingekuild. Bij slechts enkele ver-
gelijkingen is er wat ruimer verschil in ds-gehalte, wisselend ten gunste
van &&n van beide objecten. Door vaker schudden werd dit droge-stofgehalte
iets sneller bereikt (3,1 tegenover 3%,8 dagen veldperiode). Per dag veld-
periode werd gemiddeld 0,6 en 1,6 keer geschud omdat de weersomstandig-
heden niet steeds gunstig waren om te schudden. Helt intensief geschudde

gewas werd gemiddeld pex dag dus cenmaal extra geschud.
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Tabel % Tnvloed schudintensiteit (n = 27)

Aantal keren schudden per droogdag/
No of times tedding per wilting day

1 X 2 x
Veldperiode (dgn)/wilting period
(days) 3,8 3,1
Totaal aantal keren schudden/
tobtal times tedding 241 4,9
Per dag veldperiode/
per day of wilting period 0,6 1,6
Bij_inkuilen/at_ensiling:
droge stof (%, zandvrij)/
DM (%, sand free) 44,2 44,3 1)
Aantal sporen per gram/
no. of spores per g 1400 1100 1)
Kuilvoer/silage:
boterzunr (%)/butyric acid (%) 0,37 0,35 1)
ammoniakfractie/NHs—fraction 11,1 10,6 1)
aantal sporen (per gram)/
no. of spores per g 102000 68000 1)

Table 3 Influence tedding intensity (n = 27)

1) Verschillen niet betrouwbaar/differences not reliable

Hel gemiddelde aantal sporen is bij vaker schudden ilets kleinex.
Dit verschil bleek na statistische verwerking echter niet betrouwbaar
( €95 %}.

De kuilkwaliteit beoordeeld op percentage boterzuur en ammoniak-
fractie wordt dooxr vaker schudden evenmin gunstig beinvloced. De gemid-
delde verschillen zijun zeer klein en bovendien niet betrouwbaar.

Tweenasal per dag schudden biedt dus tegenover &énmaal per dag

schudden nauwelijks voordelen.

6.3. Droge-stofgehalte bij inkuilen

Voordrogen van grasg heeft onder anders tot gevolg dat de osmotische
druk in het gewas hoger wordt door ecen tcenemende concentratie van opge~
loeste stoffen in het celvocht. Met name bolerzuurbaclteridn zijn zeer ge-
voelig voor een verhoging van de osmotische druk en worden in sierke
mate erdoor geremd. Verwacht mag worden dat hij toename van het ds-ge-
halte van het gras de vermeerdering van boterwmuurbacteridn afneemt en

derhalve minder sporen gevormd worden,



- 18 -

Om dit na te gaan zijn inkuilproeven met de opraapwagen uiigevoerd
waarbij vergelajkbaar gras, afkomstig van eenzelfde perceel, bij vexr-
~schillende droge-stofgehalten is ingekuild. Gezien de veelal wiaselende
veersomstandigheden kon het geplande santal droge-stofniveaus niet bij
alle proeven woxrden gehaald. Bij 7 proeven zijn drie of meexr droge-
stoftrappen verwezenlijkt. Als gevolg van het aanleggen van deze droge-
stoftrappen is uiteraard wel verschil ontstean in de lengte van de veld-
periode en het zantal keren schudden.

De relatie tussen het droge-stofgehalte bij inkuilen en het aantal
sporen in het kuilvoer is in figuur 2 weergegeven. Over het algemeen
is de mate waaxrin het aantal sporen bij een toenemend droge-stofgehalte
afneemt bij alle proeven gelijk. Bij &én proef is dit overigens ven de
tweede near de derde droge-stoftrap niet het geval. Hiervoor is geen ver-
klaring te geven. Bij 4 proeven heeft verder voordrogen in het traject
met weilnig sporen geen verlaging van het aantal sporen mesr tot gevolg
(stippellijn loopt nagenoeg horizontaal). Bij deze proeven is dan name-
1ijk hetl besmettingesniveau op het moment van inkuilen bereikt, zodat
verdere verlaging niet meer mogelijk is. Tot dit beginniveau neemt
het aantal sporen doorgasns ruim met een factor 20 af per 10% (absoluut)
verdex voordrogen.

Overigens moet bij de resultaten van deze proeven wel worden opge-

merkt dat bij vergelijkbare droge-stofgehalten grote verschillen in

i S
R

De invloed van de verschillende laadapparatuur is nagegaan in dit onderzoek.
gehakseld gras gaf t.o.v. laag gras steeds een duidelijke verlaging van

het aantal sporen.

The influence of the different loading machines has been investigated in
this experiment. Chopped grass opposite long grass always gave an obvious
decrease of the number of spores.
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Invloed van droge-stofgehalte (%) bij inkuilen binnen éénzelfde

grasbestand op het aantal sporen per gram kuilveer (7 proeven,

zelfde symbolen hebben betrekking op éénzelfde proef)

Influence of DM content (%) at ensiling in a same herbage on the

number of spores per gramme of silage (7 experimente, identical

gymbols for one experiment)
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aantallen sporen tussen de verschillende proeven voorkomen. Het droge-

stofgehalte is dus niet alleen bepalend voor het sporennivean.

6.4. Laadapparatuur.

On de invloed van verschillende laad-inkuilapparatuur na te gaan

op de vorming van sporen is een asnial vergelijkende inkuilproeven aan-

gelegd. Hierbij is de opraapwagen vergeleken met de opraapdoseerwagen of

met de hakgelaar, Bij =lechts enkeles proeven was het mogelijk alle drie

machines gelijktijdig in te zetten. Een volledig overzichit van de amalyse-

resultaten is in de bijlagen 2 en 3 vermeld. Ben korte samenvatiing hier-

van is in tabel 4 gegeven.
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Tabel 4 Vergelijking tussen opraapwagen, opraapdoseerwagen en hakselaar
bij het inkuilen

Laedapparatuur Da-~gehalte Kuilvoer
bij
inkuilen botfrzuur sporen per vre VEM
% gram
in het produkt in de droge stof

Aantal proeven/
experiments 27

P B P e e g e

A {opraapwagen) 38,9 0,60 300,000 12,5 811
B (opraapdoseer-

wagen ) 38,9 0,47 70.000 12,4 816
B t.o0.v./opposite A - -0,13%  ~230.000% ~0,1 +5

Aantal proeven/
experiments 25

b {opraapwagen) 33,4 0,6 400,000 11,3 766
¢ (hakselaar) 32,6 0,3 20,000 11,7 806
) * ¥ g EE3
¢ t.o.v./opposite A ~0,8 -0,3 ~380.000 +0, 4 +40
Loading DM-content in the preduct in DM
machines at

enpiling butyric espores per dep VEM

acid % gramme

Silage

Table 4 Comparison between self-loading wagon (i), self-loading dosing wagon
(B) and forage cutter (C) at ensiling

¥ DBetrouwbaarheid van het verschil 90-95 %/confidence region of the
difference 90-95 %

xz Botrouwbaarheid van het verschil > 95 %/confidence region of the
difference > 95 %

Bij de vergelijking opraapwagen/opraapdoscerwagen (27 proeven) is

gemiddeld bij een gelijk droge-siofgehalte ingekuild. Bij de andere ver-
gelijking ligt het ds-gehalte bij de hakselaar gemiddeld iets lager dan
bij de opraapwagen.

Het effect van hetl gnijden en mengen door de opraapdoseerwagen is
voor helt gehalte a2an boterzuur gering. De betrouwbaarheid van dit ver-
schil ligt tussen de 90 en §5%. De vergchillen in voederwaarde zijn niet
betrouwbaar.

Het aantal sporen wordt ten opzichte van inkuilen met de opraap-
wagen teruggebrachl van 300.000 per gram tot 70.000. Bij 23 proeven was
het aantal sporem in het kuilvoer, gemaakt melt de opraapdoseerwagen, in

meer of mindere mate lager en bilij slechts 3 proeven een weinig hoger in
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vergelijking met de opraapwagen. Br ie dus in het algemeen wel sprake
van enige vermindering van het aantal sporen. De betrouwbaarheid van
deze verschillen ligt tussen 90 en 95%. Br mag aan het gemiddelde ver-
schil (namelijk factor 4 2 5) geen te grote waarde worden toegekend.

Als gevolg van het hakselen, sterk verkorten en intensief mengen,

vinden we grotere en meer betrouwbare verschillen ten sanzien van het
percentage boterzuur, het aantal sporen alsmede de energiewaarde. Wat

de twee laatste betreft zijn de verschillen bovendien betrouwbaar ge-
bleken. Ten aanzien van het percentage boterzuur is de betrouwbaarheid
van het verschil wat minder. Het aantal sporen wordt zelfs met een
factor 20 gereduceexrd. Uit het gemiddelde droge-stofgehalte bij inkuilen
blijkt overigens ook nog dat het uvitgangsmateriaal van de hakselkuilen,
gezien het bij herhaling lagere da-gehalte, over het algemeen iets moei-
1ijker inkuilbaar zal zijn geweesat, dan hetgeen met de opraapwagen is

ingekuild.
Ondanks een gemiddeld betrouwbaar vastgestelde verlaging van het

aanta) sporen, zal, zcals uit de individuele proeven blijkt, hakselen
niet onder alle omstandigheden leiden tot kuilen met weinig sporen. Dit
is met name het geval bij die proeven waar met een droge-stofgehalte
van minder dan ca. 30% is ingekuild. Wel is het aantal sporen dan nog
aanzienlijk lager dan in met de opraapwagen ingekuilde gras. De betere
conservering van het gehzkselde gras komt tevens tot uiting in een
hogere VEM in de droge stof. De energiewaarde neemt als gevolg van het

hakselen ca. 5% minder af (betrouwbaarheid van het verschil iz 95%of
mneer).

6.5. Landbouwzout als toevoegmiddel

Om de invlioed van het toevoegen van landbouwzout na te gaan is
meestsl gras ingekuild na sen veldperiode van 1 A4 2 dagen en met een
laag ds-gehalte. BEr is reeds op gewezen dat onder prakti jkomstandig-
heden in het algemeen aan moeilijker inkuvilbaar gras (wegens te lange
veldperiode) zout zal woxrden toegevoegd. In totaal zijn 13 vergelijkende
proeven aangelegd. De analyseresultaten zijn in bijlage 4 samengevat.
Het gemiddelde resultaat is in tabel 5 vermeld.

Het droge-stofgehal.te van het gras bij inkuilen is bij de zout-
objecten gemiddeld hoger dan bij de controle-objecten. Dat hogere ge-
halte is het gevolg van de loegevoegde hoeveelheid zout {1 %) in het
produkt. Het zoutgehalte is berekend uirt het verschil in Na-gehalte
in het gras van het zout- en controle-object op moment van inkuilen,

De spreiding in zoutgehaltie blijkt overigens vrij-groot te zijn. Genid-

deld is wat het (zoutvrije) droge-stolfgchalte betreft vergeli jkbaar
grag ingekuild.
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Tabel 5 Invlioed landbouwzout op het aental sporen {n = 13)

Geen zout/ Wel zout/
Ho salt With salt
Bij inkuilen/at ensiling
Zandvrije droge stof (%)/
DM sand excluded (%) 26,4 27,5
Sporen per gram/
Spores per g 1900 1600
zout (%)/Salt(Nacl) (%) - 1,0
¥uilvoer/silage
. . FE E
Botersuur(%/Butyric acid (%) 1,1 0,7
Ammoniakfractie/NHZ—fraction 19 ¥ 16 %
Sporen per gram/Spores per g 1.905.000 = 490.000 =

Table 5 Influence of salt (NaCl) on the number of spores (n = 13)

¥¥ Betrouwbaarheid van het verschil > 95 %/

Confidence region of the difference 2 95 %

De gemiddelde daling van het gehalte aan boterzuur en van de

ammoniakfractie door de toevoeging van zout blijki na statische ver-

werking betrouwbaar te zijn. Absocluut gezien is de kwaliteiteverbetering

niet groot. De toevoeging van 1 %{netto) zout ig bij dit droge-stofge-
halte aan de lage kant. Het aantal sporen wordt bij deze zouttoevoeging
teruggebracht van 1.905.000 tot 490.000. Statistisch moet dit verschil

als betrouwbaar worden gezien. Ondanks een verlzging van het aantal

sporen met gemiddeld een factor 4 blijft het zantal sporen in de kuilen
met zout toch nog aan de hoge kant.

6.6.

Wijze van bewaring.

Om inzicht te krijgen in de inviced van de wijze van afdekken en

bewaring op het aantal sporen zijn in totaal 9 vergelijkende bewazrproeven

asangelegd. Er is steeds gestreefd naar de volgende 4 objecten per proef.
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Goede bewaring (direct luchtdicht afsluiten)

A. afdekken med plastio(zwart PE 0,15 mm )en volledig bedekken
met grond
B. afdekken met dubbel plastic (zwart PE 0,15 mm)
¢. afdekken met dubbel plastic (wit PE 0,716 mnm)
Slechte bewaring (na 3 & 4 dagen luchtdicht afsluiten, temperatunr-
stijging meestal tot 40 & 50 °c)
D, afdekken met dubbel plastic (zwart PE 0,15 mm)

Bij de proef 1, 2 en 7 (tabel 6) konden door omstandigheden niet
alle geplande objecten worden uitgevoerd. In de tabel is een overzicht
gegeven van het gehalte aan droge stof bij inkuilen, het aantal sporen
en het droge-stofgehalte in de bovenlazag ( 5 2 10 cm) en in de rest van
de kuil (dus zonder bovenlaag). Het gemiddelde aantal sporen is berekend
uit de gemiddelde 10 log.

Bezien we eerst het santal sporen in de gehele kuil (exclusief

bovenlaag). Het valt op dat bij een afdekking met grond meestal iets

minder sporen voorkomen dan bi) directe afdekking met alleen plastic,
terwiil het verschil tussgen direct afdekken met alleén plastic en het
na enige tijd luchtéicht afdekken gering is.

Wordt met grond afgedekt dan is het aantal sporen in de bovenlaag

steeds wat lager dan in de rest van de kuil. De lasg grond heelt tot
gevolg dat de temperatuurstijging in de kuil beperkt blijft en nagenoeg
gelijk is aan de temperatuur in de bovenlaag (onder het plastic). %o
zal er nauwelljks condensvorming in de bovenlaag optreden. Dit blijkt
overigens ¢ok uit het geringe verschil in droge-stofgehalte tussen

het kuilvoer in de bovenlaag en in de rest van de kuil.

treedt wel condensvorming op. Uit de ds-gehalten blijkt overigens dat
dit bij wit plastic minder is dan bij zwart plastic; echler zonder in-
vliced op het aantal sporen. Uit de afzonderlijke proeven blijkt wel
det de kans op veel sporen bij alleen plastic toch watl groter is dan bij
een afdekking van plastic met grond.

duidelijk condensvorming op. In combinatie met luchttcetreding heeitl
dat een slerke toename van het aantal sporen tot gevolg. Alleen bHij
sterk voorgedrocgd gras (meer dan 50%ds) vlijft de toename van het
aantal sporen nog beperkt., Uit de droge-stofgehalten van de bovenlaag
blijkt overigens niet dat er van meer condensvorming spreke is in geval

bij een afdekking met alleen plastic de kuil niet direct luchitdicht

wordt afgesloten.
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In combinatie met de proeven 5, 6, 7, 6 en 9 (van tabel 6) is
nagegaan of een zouttoevoeging aan de bovenlaag van een kuil v&dér het
afdekken het aantal sporen in deze bovenlaag beperkt. Per kuil is op
de helft van de bovenlaag steeds zoul gestrocid. Er is een hoeveelheid
zout toegevoegd varidrend van 0,3 tot 1,0 kg/m2.

Gemiddeld daalt het aantal sporen wanneer zout wordt toegevoegd
(zie tabel 7). Het verschil is echter niet 20 groot en bovendien
wisselend. Bij drie kuilen is na gouttoevoeging zelfs een groter aantal
gporen bepaald. Bij 2 van deze kullen is het zoutgehalte laag terwijl
bij de dorde kuil (8 C) het zeer lage droge-stofgehalte na zouttoevoeging
andere invloeden doet vermoeden. Bij 9 kuilen is er sprake van een duide-
1ijke verlaging van het aantal sporen.

Ondanks het wisselende regultaat moelt toch een positief effect
aan het zout worden toegeschreven. Hierbij zal 4 2 5%zout moeten worden

toegevoegd. Globaal betekent dit 0,75 kg/m2 kuilopperviakie.

Tabel | Invlced van zouttoevoeging aan de bovenlaag op het aantal sporen,

Proef Object Geen toevoeging Zouttoevoeging
(zie ook tabel é) Sporen droge~stof- Sporen droge-  Zoutge-
per gram gehal te per gram stof- halte
(%) gehalte (%)
(%)
5 D 46.000 5454 1.000 44,8 53
6 4 76.000 34,5 3.000 34,5 3,6
B 15.000 21,4 309.000 24,1 1,3%
C 24.000 24,4 8.000 31,0 2,4
b 1.175.000 24,9 2.951.000 26,6 1,2
7 D 10.000 43,6 2.000 50,0 743
8 A 15.000 45,8 1.000 41,8 5,4
B 12.883.000 28,3 468,000 31,3 2,2
G 1.000 32,6 162.000 22,1 355
D 9.3%3%.000 41,2 1.000 38,1 4,1
9 A 2.000 31,5 2.000 36,0 5,3
B 1.000 25,43 300 28,6 3,7
c 2.951.000 27,2 759.000 24,8 2,2
D 8.318.000 22,9 794.000 22,73 1,7
Gemiddeld/
1) o 1)
average 78.000 31,53 19.000 32,5 3,5
Exp. Object Spores DM (%) Spores DM (%) Salt
(see also table 6) P57 & per g content
(%)
o salt With salt

Table 7 Influence of salt in the upper layer on the number of gpores.

1) Berekend vanmuit de gemiddelde 10 log/calculated from the average 10 log.
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7. DISCUSSIRE

Invlioed bemeszting gering

Uit het onderzoek is ondermeer gebleken dat een bemesting met
sporenrijke vagste mest of drijfmest, voorafgaande aan een maaisnede,
geen invloed heeft op het aantal sporen in het kuilvoer. Wel werd bi)

vaste mest het aantal sporen in hel gras bij inkuilen verhoogd.

Inviced grond-, zode- en/of sitoppelresten te verwaarlozen.

Van belang is overigens de vraag of er in het algemeen een ver-
band bestaat tussen het aantal sporen op moment van maaien, het moment
van inkuilen en in het kuilvoer. Van 23 proefkuilen (ingekuild mev op-
raapwagen, goede bewaring en zonder toevoegmiddel) is het aantal sporen
op genoende tijdstippen bekend (zie tabel 8 en bijlage 5).

Bij maaien (snijmonsters) varieert het aantal sporen op het gras van
4-150 met ecen gemiddelde van 19, Gras op stam bevat doorgaans dus masar
weinig sporen, al zijn ze wel aanwezig., Direct na inkuilen is het aantal
(gem. 1120) duidelijk tcegenomen, Het betreft dan echter droger gras.
Omgerekend per gram droge gtof is hel aantal sporen op moment van maaien
gemiddeld 105 en bij inkuilen gemiddeld 3002. Dit verandert de situatie
dus niet wezenlijk.

Deze toename van het aantal sporen 1ijkt geenszins hel gevolg van
sporevorming. Er is geen verband gebleken tussen de veldperiode en de
toename van hel aantal sporen, Veeleer moet gedacht worden aan sen toe-
name door besmetfing van het gras met grond-, zode- en/of atoppelresten
als gevolg van de verschillende bewerkingen tussen maaien eon afdekken
van de kuil. Welke bewerking hierin de zwaarste rol vervuli is uit deze
gegevens niet af te leiden. Tn het kader van de sporenproblematiek is
deze vraag echter alleen van belang wanneer er een verband zou zijn
tussen het aantal sporen bij inkailen en in het kuilvoer. Gemiddeld is
er een toename gedurende het conserveringsproces van 1120 tot 208900 per
gram produkt. In figuvr 3 is het verband grafisch weergegeven. Gezien e
puntenzwerm zal direct duidelijk zijn dat geen enkel verband aanwezig is.
Het aantal sporen bij inkuilen 1lijkt dus geenszins bepalend voor het
aantal sporen in het kuilvoer. In principe kunnen we er van uitgaan dat
ateeds voldoende sporen op het gras aanwezig zullen zijn om in esn, vVoor
vermeerdering van vegetatieve (actieve)cellen7 gunstige omgeving (milieu}
viteindelijk voor grote hoeveelheden sporen le %orgen. Vindt geen ver-

neerdering plazts dan is de beginbesmetting bepalend.
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Tabel 8 Gemiddeld aantal sporen per gram gras respectievelijk kuilvoer

van 2% proefkuilen. Tussen haskjes d¢ laagste en hoogete waarden.

Droge-stof- Veld- Aantal sporen bij/in
gehalte bij periode
inkuvilen (%) (dgn) Maaien Inkuilen Kuilvoez

3753 354 19 1120 208.900
(24,9-48,8) (1,5-7,5) (4-150) (95-9400)  (700-11.000.000)
DM at Wilting Mowing Insiling Silage
engiling (%) period

(days) No of spores at/in

Table 8 Average number of spores per gramme grass respeclively silage of
23 experimental clamps. Between brackets lowest and highest

values,

Figuour 3 Verband tuasen aantal sporen bij inkuilen en aantal sporen
in het kuilveer (ingekuild met opraapwagen). n = 23

Figure % Relation bhetween number of spores at ensiling and number of sgpores

in silage (ensiling with self-locading wagon). n = 23

Sporen per g kuilvoer/Spores
per g silage
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Goed voordrogen van belang

Het droge-stofgehalte van het gras op het moment van inkuilen
bepaalt in sterke mate het aantal sporen in het kailvoer. Naarmatle het
gras verder wordt voorgedroogd, neemt hel aantal sporen af tot ongeveer
het niveau van de beginbesmetting weer is bereikt. Uit de regultaten
van dit onderzoek kan globaal worden afgeleid dat boven 25 & 30 %droge
stof per 10 % (absoluut) verder voordrogen het aantal sporen in het
kuilvoer met een factor 30 (10 log LB) vermindert en niet verder zal
dalen dan het peil van de beginbesmetting.Bij voordrogen tot 55 %of
meer droge stof zullen meestal maar geringe hoeveelheden sporen voor-
komen. In ons klimaat is dit echter niet altijd mogelijk. Het gemiddelde
droge-stofgehalte van de bemonsterde praktijkkuilen (meer dan 35 %ds)
ig over cen reeks van jaren ca. 50 %. Een groot aantal kuilen heeft dus
een droge-stofzehalte tussen 35 en 50 % (6)-

In de inleiding is‘reeds gewezen op een steekproef van het NIZO
bij praktijkluilen, waarbij geen duidelijk verband kon worden vastge-
steld tussen het gehalte aan droge stof bij inkuilen en het aantal sporen
in het kuilvoer., Hetzelfde is nogmaals nagegaan bij alleen die proeflmilen
van dil onderzoek, waarbi]j is ingekuild mel een onraapwagen en de bewaring
goed was. Het betreft in totaal 109 kuilen (figuur 4). De door deze pun-
tenzwerm te berekenen regressie heeft een correlatie-cogfficignt (R) van
~0,68. Slechts 46 % (RZ) van de varianten wordt verklaard door deze be-
rekende regressie,

Ook bi] deze groep proefkuilen blijkt dus dat het droge-stofgehalte
hij inkuilen weliswaar voor een groot deel bepalend is voor het aantal
gsporen, maar dal hierbi] ook andere factoren bhepalend ziin. In de multi-
pele regregsie ig behalve het ds-gehalte bij inkuilen ook de veldperiode,

het zand, re en NO_~gehalte en het aantal sporen bi) inkuilen betrokken.

Alleen het gehaltejaan re geeft nog een geéringe verbetering van de dbe-
rekende regressie. De correlatie-coiefficient stijgt tot -0,T4.

In figuur 4 zijn behalve de becordelingsgrenwen voor het aantal
sporen ook enkele droge-stoftrajecten asngegeven. Het blijkt dat ca.
89 % van de Xuilen, die met minder dan 35 % ds zijn ingekuild, op basis
van het aantal sporen in het kuilvoer matig tot slecht zijn. Van de
kuilen waarbij gras met meer dan 50 % droge stof is ingekuild, is op
basis van het santal sporen ca. 87 % van goede kwalileit. In het tussen-
liggende droge-stoftraject van 35-50 %,waar dus het merendeel van de
praktijkkuilen veoorkomt, itreffen we ongeveer in gelijke mate goede,

matige en slechte kuilen aan,
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Piguur 4 Verband tussen droge-stofgehalte (DS) bi]) inkuilen en aantal sporen
in kuilvoer. n = 109

Figure 4 Relation between DM content (DS) at ensiling of apores in silage.
n = 103
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Alleen bij voordrogen tot 50 % of meer zal men bij lang (niet ver-
kort) gras met vrij grote zekerheid kuilen kunnen maken met weinig
sporen. De veldpericde en het weerrisico zullen daardoor wat toenemen
terwijl dergelijk sterk voorgedroogd gras over het algemeen wat moei-

lijker op de ¥uil is te verwerken (met name aanrijden).

Boterzuur van inviced op aantal sporen

Gedurende het inkuilproces kunnen, afhankelijk van de omstandig-
heden in de kuil, de sporen in een vegetatief stadium (cel) overgaan
waarna in meer of mindere male een vermeerdering van deze cellen plaats
zal vinden. Is geen vermeerdering meer mogelijk dan kan een vegetatieve
cel overgaan in een rustfase ofwel spore. Er is reeds op gewezen dat

het droge-slofgehalte hierbi] een helangrijke rol speelt.



Figuur 5 Verband tussen boterzuur (Bz) (%) en het aantal sporen in kuilvae

n = 109
Figure Relation between butyric acid (BZ) (%) and number of spores in silage |
n = 109 |
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Gedurende het vegetatieve stadium zal als stofwisselingsprodukt |
boterzuur worden gevormd. Het percentage boterzuur zou dus een maatstaf
kunnen zijn voor het aantzl sporen, Hiertoe is wvan 109 proefkuilen ‘
(rie bijlage 6)in figuur 5 het verband aangegeven tussen het aantal sporen
en het percentage boterzuur in het kuilvoer. Met behulp van sen multipele
regresaie is het verband berekend. Vanuit het gehalte aan boterzuur (BZ)
is het aantal sporen te berekenen met de forxrmule

5,002 x YBZ - 1,776 x B2 + 3,148
De bij deze regressie behorende correlatie-coéfficient bedrasgt 0,82.
Dit betekent dat ruim 67 % van de variabelen door de regressie verklaard
worden, Br is dus duidelijk sprake van enig verband tussen het percen-
tage boterzuur en het aantal sporen in het kuilvoer.

In figuuxr 5 zijn tevens enkele kwaliteitsgrenzen aangegeven. Be-

halve de officieuze becordelingsnorm (tabel 1) voor het aantal sporen
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is ook de officisle bveoordelingsnorm voor boterzuur aangegeven. Goed
kuilvoer bevat dan € 0,2 % boterzuur en £ 50.0C0 sporen per gram;

matig kuilvoer 0,2 - 0,5 % bobterzuur en 50.000 - 500.000 sporen en slecht
kuilvoer D 0,5 % boterzuur en > 500,000 sporen per gram. Op basis van deze
grenzen ontstaan dus enkele kwaliteitsgebieden.

Van de kuilen met minder van 0,2 % boterszuur bevat ca. 74 % weinig
sporen { £ 50.000). Bij 22 % van deze kuilen bedraagt het aantal sporen
50.000 tot 500.000. De rest (4 %) bevat meer dan 500.000 sporen. Een
laag gehalte aan boterzuur zal dus meestal weinig sporen betekenen. Bevat
het kuilvoer meer dan 0,5 % boterzuur, dan blijkt het aantal sporen
steeds te hoog te zijn. Een hoog gehalte aan boterzuur (;} 0,5 %) zal dus
vrijwel altijd samengaan met teveel sporen.Ook in het traject van 0,2 tot
0,5 % boterzuur bevatten de kuilen nog teveel sporen.

Het boterzuurgehalte kan dus een indicatie geven over het aantal
te verwachten sporen. Alleen in geval van een laag gehalte aan boter-
zuur (£ 0,2 %) kunnen toch kuilen voorkomen waarin het aantal sporen
aan de hoge kant is, Een verklaring hiervoor kan wellicht de mate van
homogeniteit zijn. Is gras ongellijkmatig voorgedroogd dan kunnen on-
danks een genmiddeld voldoende hoog droge-stofgehalte plaatselijk nat-
tere plekken voorkomen. In deze plekken kan de voterzuurbacterie zich
vermeerderen, bouerzuur produceren en sporen vormen, De vermeerdering
zal op een veel explosievere wijze gebeuren dan de vorming van boter-
zuar. In een gemiddeld kuilmonster zal daarom dif plaatselijk gevorude
boterzuur-zuur veel minder waarneembaar zijn dan het aantal sporen. Dit
kan de situatie van een laag gehalte aan boterzuur en een (te) groot
aantal sporen verklarea.

Tevens is het verband tussen het aantal sporen en de ammoniak-
fractie (zie figuur 6) nagegaan. De correlatie-codfficiént (0,74) van
de berekende regressie is laag en bovendien ook duidelijk lager dan
die van de regressie Derekend tussen sporen en boterzuur. Evenals in
figuur 5 blijkt overigens ook hier dat bij hoge ammoniskfracties (:} 15)
dcorgaans wel gerekend moet worden op de aanwezigheid van veel sporen,
terwijl bij lage ammoniakfracties (< 8) de kans op veel sporen gering

is.

Laadapparatuur positieve inbreng

Uit de resultaten van het onderzoek is gebleken dat de apparatuur
waarnee hel voorgedroogde gras kan worden geladen van invioed is op het
aantal sporen. Zo bleek het aantal sporen in het kuilvoer ingekuild met
een opraapdoseerwagen gemiddeld een factor 4 lager te zijn dan in kuil-

veer geladen met een opraapwagen. Bij de vergelijking hakselaar-opraap-
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Figuur 6 Verband tussen ammoniakfractie en aantal sporen in kuilvoer.
n = 109

Figure & Relation between ammonia comtent and the number of sporeg in silage.
n = 109
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wagen bleek het verschil in asntal sporen gemiddeld zelfs een factor 20
te bedragen ten gunste van hakselen. Globaal kan worden gesteld dat in
geval van hakselen voordrogen tot 40 % of meer doorgaans kuilen met
weinig ( &£ 50.000) spoxen zal geven. Bij lagere droge-stofgehalten neemt
de kans op meer sporen toe. QJok dan is echter gprake van aanzienlijlk
minder sporen dan bij lang gras.

Een zekere mate van menging en dus homogenisering bij de opraap-
doseerwagen en met name bij de hakselaar zou een laag asantal sporen
kunnen vercorzaken. Wanneer dit hetl geval is zal, nearmate het gras
intensiever wordt gemengd, een bveler verband tussen gehaltlte aan boter-
zuar en asantal sporen in hetl lkuilvoer voor de hand liggen. Dit is na-

gegaan door bij het kuilvoer gemaakt met een opraapwagen, opraapdoseervagen
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en hakselaar met multipele regressie het verband te berekenen tussen
het percentage boterzuur en het aantal sporen. Naarmate een verband
beter is, wordt een hogere correlatie~codéfficitnt (R) verkregen.

Voor de vergelijking opraapwagen-opraapdoseerwagen werd een
k-waarde berekend van respectievelijk 0,78 en 0,80 en voor de verge-
1lijking opraapwagen-hakselaar respectievelijk 0,78 en ¢,84, Naarmate
het gras intensiever wordt gemengd wordt de correlatie-cogfficidnt
dus wat beter. Groot is het verschil echter niet.

Behalve de positieve dnvloced van hakselen op het aantal gporen,
bleek het gehalte aan boterzuur le dalen en steeg de veoederwaarde
(+ 40 VEM per kg droge stof). Beide verschillem zijn betrouwbear.

Uit een eerder verricht onderzoek (8) bleek ook dat hakselen
een positieve invloed heeft op kuilkwaliteit en voederwaarde. Verder
bleek dat de opname van gehakseld gras meestal wat hoger is dan van
ingekuild voorgedrocgd lang grasf. Bovendien ig de kans op broei als
gevolg van een dichtere pakking geringer.

Hakeelen is over het algemeen wat dunrder dan inkuilen met een
opraapwagen of opraapdoseerwagen. Bij een beoordeling van deze meer-
kogsten moeten vorengencemde voordelen in de beschouwing worden bebrok-
ken. Afhankelijk van de prijaverhouding zullen de verrekende voordelen
al gauw de meerkoslten compenseren. Een grotere inzet van de beschikbare
hakeelaars zal in een aantal gebieden ecen wezenlijke bijdrage lkunnen

leveren tot vermindering van het aantal sporen.

Per dag &éumas) schudden blijft voldoende

Uitgaande van een positief effect van homogeniseren zou ock een
positieve invloed van intensiever schudden tijdens de veldperiode mogen
worden verwacht. In een onderzoek naar de invloed van de schudintensiteit
op de droge-stofverliezen en het droogverloop bleek dat voor de verliezen
de voorkeur aan gemiddeld ecenmaal pexr dag schudden moet worden gegeven
(9). De droogsnelheid bleek bij tweemaal schudden per- (droog-) dag slechts
weinig gunstiger dan bij eenmaal per (droog-) dag. Bij de proeven voor
het effect op het aantal aporen blijkt ook dat tweemaal schudden geen
duideli jke voordelen biedt tegenover éenmaal achudden. In verband net
de sporenproblematiek Vehoeft het huidige advies van esnmaal schudden

dus geen aanpassing.
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Landbouwzout voor lichte verbetering

Door de weersomgtandigheden zal jaarlijks een gedeelte van alle
kuilgras met een laag droge-stofgehalte worden ingekuild. Vooral gras
dat gedurende een slecht-weerperiode niet of slechts in lichte mate
kan worden voorgedrcogd, zorgt als silage doorgaans voor een flinke
besmetting met sporen.

In het verleden zijn diverse proeven gedaan met toevoegmiddelen,
met name landbouwzout (7). Wanneer dit in combinatie met een opraap-
wagen gebeurt wordt de kuilkwaliteit wel enigermate verbeterd, doch
zeker niet voldoende om van goed lumilvoer te kunnen spreken. Dit toch
enigszine tegenvallende resultaat moet voor een deel aan de slechte
menging door de opraapwagen worden tcegeschreven., In combinatie met
hakselen werden betere effecten verkregen.

Ds in dit verslag begchreven inkuilproeven met Jandbouwzoutl zijn

aangelegd met een opraapdoseerwagen. De resultaten zijh vergelijkbaar

met die van genoemd onderzoek. Gemiddeld daalde het aantal sporen mel een

factor 4, derhalve geen groot effect, dat overigens wel gteeds werd ge-
congtateerd. Omdat zout echter relatief goedkoop is en gemakkelijk aan

te brengen 1ijkt toevoegen onder geschetste omstandigheden toch te over-
wegen. Er is geen onderzoek verricht naar toevoegmiddelen in combinatie
met een hakselaar. Gezien een te verwachten extra effect door het goede

mengen 1lijkt verder onderzoek op prakiijkschaal in deze zinvpl.

Plastic + gronddek beste resuitaten

De laatste jaren is het afdekken wvan kuilen met alleen plastic
(dus geen gronddek) sterk toegenomen. Reden is de sterke toename van het
aandeel kuilvoer op veel bedrijven waardoor het afdekken met plastic
en grond veelal als te arbeidsintensief wordt gezien. Bovendien is in
veel gebieden de grond niet geschikt om kuilen ermee af te dekken.

Uit het onderzoek is gebleken dat bij gebruik van alleen plastic
peeatal condensvorming in de bovenlaag optreedt. Vooral bij een slechie
afdekking (ook bij niet tijdig afsluiten) kan sterke condensvorming
optreden en zal doorgaans in deze natte laag in combinatie wmet zuurstof
een glberke sporevorming plaatsvinden. BEen snelle en blijvende goede
afdekking is in deze dus van veel helang. Toch zal ook bij een goede
afdekking met alleen plastic in vergelijking met een grondlaag,
meestal een geringe condensvorming plaatsvinden wasardoor ook de kans
op wat meer sporen in de bovenlaag toeneemt. Door véér het afdekken
over de bovenlaag zout te strooien (ca. 0,75 kg/m2) kan genoemde spore-

vorming worden afgeremd.



Opnder wit plastic was de condensvorming wat minder dan onder zwart.

D1t had echter geen lager aantal sporen tot gevolg.

Qok torensilo kent probleem

Het onderzoek heeft betrekking gehad op kullvoer opgeslzgen in
rijkuilen. De besproken resultaten 2zullen ongetwijfeld ook gelden voor
de opslag in sleufsilo’s of sleufkuilen. In dit verband zijn ex hier
en daar ook monsters genomen uit torensilo's in de praktijk. In deze
mopsters bleken met name bij lagere droge—-stofgehalten ook grote hoe-
veelheden sporen voor te kumnmen komen. De torensilo lijkt in deze pro-

blematiek geen aparte plaats in te mnemen.

Toevoeging van landbouwzout bij niet of in liochte maté voorgedroogd
gras kan de kuilkwaliteit enigszins verbeteren. Bet heaft ook een kleine
invlosd op het aantal sporen. Het heeft,voor een betsre menging,de voor~

keur het 20ut over de wiers te spreiden voor het oprapen.

Addition of salt in not or only slightly wiltes grass may somewhat improve
gilage quality. It has also a little influence on the number of spores.

For a good mxing it is prefered to spread the salt over the windrow
before loading.
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8, AANBEVELING VOOR AANVULLEND ONDERZOEK

In het beschreven onderzoek is de invloed van een aantal factoren,
voortvloeiend uit de huldige voederwinningssystemen, op het aantal
gporen aangegeven. Hierdoor is inzicht verkregen in de mogelijkheden
die'op dit moment aanwezig zijn om het zantal sporen te beperken.
Dazarnaagt is gebleken dat voor eunkele punten meer inzicht en aanvullend
onderzoek gewenet is.

1, Het droge-stofgehalte heeft een grote invleed op het aantal sporen.
Er is geen duidelijk inzicht verkregen in hoeverre de chemiache
samenstelling van het gras hierop tevens van invloced is.

2. De melkveehouder kan alleen dan een bijdrage in het terugdringen
van het aantal sporen leveren wanneer hi] esnel eoen goede aanwijzing
van het aantal sporen in het kuilvoer kan krijgen. Een routine-bepaling
van het aantal sporen heeft de voorkeur., Gebleken is echter dat ock
het gehalte aan boterzuur voor een groot deel van de kuilen inzicht
geeft. Aanvulling hierop of esn betere parameter is echter wenselijk.
In aangluiting hierop lijkt het gewenst de opgesatelde beoordelings-
normen nogmaales te bezien. Voor genoemde punten zal vooral onderzoek
onder geconditioneerde omstandigheden moeten gebeuren,

3., Ben ruimere inzet van de hakselaar in de voederwinning, zal in com—
binatie met een goede opslag en bewaring al een hele voorultgang
betekenen., Het hakselen is echter nlet geheel zafdocende bij lagere
droge-stofgehalten. Van belang is na te gaan in hoeverre hakselen
in combinatie met toevcegmiddelen nog verbetering kan brengen.

Hierin kan inzicht worden verkregen mlddels proeven op praktijkschaal.
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9. SAMENVATTING EN CONCLUSIES

De laatste jaren is met name door een toenemend =zantal sporen

van gasvormende clostridia (o.z2. de sporen van boterzuurbacteriBn) in

ong kuilvoer het verschijnsel "knijper" of "laat los™ bij kaas toe-

genomen. Vooral het percentage Goudse kaas dat hierdoor voor expert
wordt afgekeurd neemt toe.
Dit was aanleilding om in 1977 met een meerjarig inkuilonderzoek

te starten., Het doel was inzicht te krijgen in de invlced wan de huidige

inkuilmethoden, de mechanisatie en de wijze van bewaring op het aantal

gporen in het kuilvoexr. Het beirof vergelijkend onderzoek waarbi]

over een viertal jaren getracht i1s een groot aantal herhalingen aan te

leggen. De proeven zijn uitgevoerd op de reglonale onderzoekcentra en

op de proefboerderij "Waiboerhoeve',

De resultaten van dit onderzoek kunnen in de volgende conclusies worden

gamengevat.

- Kuilvoexr is een belangrijke broy/van gporen van gasvormende clostridia
(0.a. van de boterzuurbacteri¥n), De sporen komen via het maagdarm—
kanaal in de mest. Met mestdeeltjes kunnen do sporen tijdens het
melken in de melk komen.

-~ Zowel drijfmest els vaste mest bevatten doorgaans veel spoxen, De zode
van percelen die regelmatig met organische mest worden bemest, bevat
meestal ook een hoeveelheid van deze sporen, Tijdens het schudden,
wiersen en laden treedt in meer of mindere mate besmetting van het
g£ras op. .

- De mate van beginbesmetting op het gras op moment van inkuilen is
echter van weinig invloced op het zantal sporen in het kuilvoer, Ren
late bemesting met sporenrijke organische mest geeft dan ook geen
extra problemen.

- Zowel wat de Qroogsanelheid als het aantal sporen in kuilvoer betreft,
is &énmaal per (droog-) dag schudden van het gras voldoende.

~ Het gehalte aan droge stof wvan het gras bij inkuilen heeft grote in-
vlioed op het zantal sporen. Naarmate verder wordt voorgedroozd neemt
het aantzl sporen af. Voordrogen tot 50 % of meer in combinatie met
regelmatig schudden en een goede bewaring bdetekent blj lang (nietb
gehakseld) gras kuilvoer met weinig sporen ( £ 50.000).

- Gehakgeld gras geeoft ten opzichte van lang gras steeds een duideli jke
verlaging van het aantal sporen. In combinatie met hakselen zal voor-
drogen tot 40 % of meer droge stof doorgaans kuilvoer geven met weinig

gporen. Ruimere inzet van de hakselaar »ij het inkuvilen kan dus een
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goede bijdrage leveren tot vermindering van het aantal sporen.

- Inkuilen met een opraapdoseerwagen geeft ten opzichte van inkuilen
met de opraapwagen slechts een geringe verbetering. Bovendien is
het effect nogal wisselend.

- Landbouwzout als toevoegmiddel geeft, wanneexr niet voldoende kan
worden voorgedroogd, een geringe verlaging van het aantal sporen.

~ Direct en goed afdekken voorkomt sxtra opwarming en de hierdbij op-
tredende condensvorming in de bovenlaag waar anders zeer grote hoe-
veelheden sporen kunnen ontstaan.

- Ook op plaatsen waar door een slechte bewaring veel afval (rot en
schimmel) voorkomt treedt meestal een explosieve vorming van sporen op.

- Bij gebruik van alleen (wit of zwart) plastic moet bij een goede
bewaring op meer sporen in de bovenlaag worden gerskend dan wanneer
tevens met grond wordt afgedekt. Wordt v86r het afdekken per m2
ongeveer 0,75 kg zout over de kuil gestrooid dan blijft deze spore-
vorming beperkt.

- Bevat esn kuil meer dan 0,5 % boterzuur dan zal het aantal sporen
in het kuilvoer doorgaans te hoog zijn (meer dan 500.000 per gram

kuilvoer). Bij lagere gehalten geeft boterzuur geen goede aanwijzing

over het aantal sporen.

Vuile melkkoeien - Schone melkkoeien -
veel kans op besmette melk weinig kang op besmette melk
Dixty dairy cows -~ Clean dairy cows -

much chance of contaminated milk little chance of contaminated milk
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

During the last years the problem of "late blowing' in cheese has
obviously increased by a growing number of spores of gas producing clostridia
(among others the spores of butyric acid bacteria) in silage. Especially
the percentage "Goudse kaes" refused for export is increasing.

Theérefore in 1979 a long-~term experimenial ensiling program started. The

aim was to gain an insight intoc the influence of theée present ensiling

methods, of the mechanization and of the way of conservation on the number
of spores in silage. In competitive experiments it was tried to get a great
number of replicates during four years. The experiments were carries out
on the regional experimental farms (ROC) and on the experimental farm

"Waiboerhoeve" of the institute.

The results can be summarized in the following conclusions.

— Silage is an important source of spores of gas producing clostridia
{among others of the butyric acid bacteria). The spores pass through
the gastro-intestinal tract to the faeces. During milking faeces particles
with spores wmay reach the milk.

~ Both slurry and manure contain generally wmany spores. The sward of plots
regularly dunged with organic manure mostly contains aleo an amount
of these spores. During tedding, windrowing and loading thers is more
or less contamination of the grass.

~ The rate of the inital number of spores on the grass at the moment of
ensiling is however of little influence on the number of spores in the
gilage. A late dunging with spore rich organic manure does not cause
extra problens.

- Both as to the drying rate and the number of spores in the silage one time
grass tedding per (wilting) day will be sufficient.

- The DM content of the grass at ensiling has a great influence on thsa
number of spores. As the wilting period is longer, the number of spores
decreases., Wilting to 50 % DM or even more in combination with regurlar
tedding and a good preservation of long (not chopped) grass means silage
with few gpores ( 50.000). .

- Chopped grass opposite long grass gives always an obvious decreass
of the number of sgpores. In combination with chopping wilting to 40 % DM
or more will generally give silage with few spores.

- More use of the forage chopper at ensiling may thue give a good contri-

bution to decreasing the number of spores.
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Ensiling with a self-loading dosing wagon opposite to ensiling with the
self-loading wagon givee only 2 slight improvement. Moreover the result
ig rather varying.

Salt as additive gives a little decreass of the number of spores when
the grass can not be wilted sufficiently.

Immediate and proper sealing prevents extra heating and consequent
appearing condensation in the upper layer, where large numbers of spores
‘may develop then.

Also on places where as a result of bad conservation much waste (rot and
mould) occurs, there is mostly an explosive growing of spores.

With use of only white or black sheets one has te count on more spores
in the upper layer than when at the same time a soil cover is used. In
the case salt (c. 0,75 kgﬂmz) is‘spread over the clamp before sealing
spore development will be limited. )

When silage containe more than 0,5 % butyric acid, the number of spores
in the silage will in general be too high (more than 500.000 per gramme
silage). With lower contents butyric acid is no good indication for the

numoer of Bpores.
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