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1 JOHDANTO

Valkuaisomavaraisuus on télla hetkelld kovasti tutkinnan alla. Valkuaisomavaraisuus
kiinnostaa, koska Suomi on pitkalti valkuaisrehujen osalta tuonnin varassa ja valkuainen
on kallis komponentti. Palkokasvit sitovat typped ilmasta ja vahentévat sitd kautta lan-
noitustarvetta (Nemecek 2008). Nurmipalkokasveista puna-apila on yleisin ja todettu
Suomeen tuottavuudeltaan parhaiten sopivaksi (Wilkins 2001). Puna-apilapitoisella sai-

I6rehulla on suurempi tuotospotentiaali verrattuna nurmiheiniin (Johansen 2017).

Puna-apila on nurmipalkokasvi, joka sisaltdd enemman valkuaista ja joitakin kivennéis-
aineita seka sulamatonta neutraalidetergenttikuitua (iNDF), mutta vahemman neutraali-
detergenttikuitua (NDF) kuin heindnurmikasvit (Luke 2017). Puna-apila on haastava
séilod sen suuren valkuaispitoisuuden ja puskurikapasiteetin vuoksi sekd pienen sokeri-
ja kuiva-ainepitoisuuden takia (McDonald ym. 1991). Puna-apilan sulavuus heikkenee
alkukesélla kasvin vanhenemisen my6ta noin puolet hitaammin kuin heindnurmikasvien

sulavuus (Rinne 2000), miké tuo joustavuutta sadonkorjuuseen.

Klostridit tulevat rehuun yleenséd maaperasta ja ne selvidvat melko happamissa olosuh-
teissa (McDonald ym. 1991). Pieni rehun kuiva-ainepitoisuus parantaa klostridien olo-
suhteita, varsinkin kun sokeripitoisuus yleensa laskee kuiva-ainepitoisuuden laskiessa
(Pahlow 2003). Klostridit tuottavat séilérehuun epatoivottua voihappoa ja etanolia, jotka
heikentdvat rehun séilyvyyttd (McDonald 1991). Voihappo tulee my6s ongelmaksi juus-
ton valmistuksessa (Klijn ym. 1995).

Natriumnitriittid ja natriumnitraattia on tutkittu ja kaytetty paljon elintarvikkeiden séi-
I6nnéssd. Natriumnitriittid on kédytetty sailérehun sdilonndssa. Luontaisesti kasveissa on
nitraattia vaihtelevia maarid. Nitraatti hajoaa s&ilonnén aikana ammoniakiksi, nitriitiksi
ja typen oksideiksi (Spoelstra 1985). Nitriitti ja typpioksidi vaikuttavat ehkéaisevasti

klostridien kasvuun, mika osaltaan edistdd maitohappobakteerien toimintaa.



2 KATSAUS KIRJALLISUUTEEN

2.1 Sailorehu ja sen kaymiseen vaikuttavat tekijat

Sailonnan tarkein tavoite on estad epatoivottujen mikro-organismien toiminta ja kasvu.
Epatoivottuja mikro-organismeja ovat muun muassa klostridit ja enterobakteerit, jotka
tuottavat epasuotuisia fermentaatiotuotteita (McDonald ym. 1991). Maitohappo ja eri-
tyisesti haihtuvat rasvahapot, kuten etikkahappo ja voihappo, heikentévat rehun syontia
ja siten tuotosvastetta lypsylehmien ruokinnassa (Huhtanen 2003).

Rehu voidaan séiléa kuivaamalla, jolloin suuri kuiva-ainepitoisuus itsessédan ehkéisee
haittamikrobien toimintaa (Pahlow ym. 2003). Yleisempi tapa on kuitenkin tehda sailo-
rehua. Sdilérehun séilonndn tavoitteena on saada rehu korjattua nopeasti hapettomaan
tilaan, jotta happi ei kdynnistd aerobisten mikrobien toimintaa sek& mahdollistaa maito-
happobakteerien toiminta. Hapettomissa oloissa maitohappobakteerit kasvavat nopeasti.
Rehussa syntyvat haihtuvat rasvahapot estdvat hiivoja ja homeita kasvamasta (Muck
2010).

Maitohappobakteerien tarkein tehtdva on tuottaa maitohappoa, mutta usein ne tuottavat
myos etikkahappoa, hiilidioksidia ja etanolia (Muck 2010). Maitohappobakteerit jaetaan
usein homofermentatiivisiin ja heterofermentatiivisiin sen mukaan mitd ne tuottavat
glukoosista. Homofermentatiiviset tuottavat yhdesta glukoosimoolista kaksi moolia
maitohappoa. Heterofermentatiiviset tuottavat yhdestd moolista glukoosia yhden moolin
maitohappoa, yhden moolin hiilidioksidia ja yhden moolin joko etikkahappoa tai etano-
lia. Etikkahappo véahentda hiivoja ja homeita enemman kuin pH:n lasku antaa ymmar-
td4. Estdmélld homeiden ja hiivojen kasvua etikkahappo myos parantaa avatun siilon
aerobista stabiilisuutta. Harvoin kuitenkaan rehun pH on niin pieni tai etikkahapon méa-
ré niin suuri, ettd hiivojen ja homeiden kasvu estyy, kun rehu paasee ilman kanssa te-
kemisiin (Muck 2010). Sen takia siilon avaamisen jalkeen, rehu olisi hyva syottaa mah-

dollisimman nopeassa rytmissa.

Enterobakteerit Kkilpailevat sokerista maitohappobakteerien kanssa ja tuottavat etikka-
happoa (Muck 2010). Hiivat kasvavat aerobisissa olosuhteissa ja kayttavat kasvuunsa

maitohappoa ja sokereita. Maitohapon kayttdminen nostaa sdilérehun pH:ta, mik& hel-



pottaa haittamikrobien kasvua. Enterobakteerit voivat vahentda rehun nitriitin, nitraatin
tai typpioksidien méaéraa (Muck 2010).

Perinteinen tapa estaa epéatoivottujen mikro-organismien kasvua on laskea pH riittavan
alas. Riittavan alhaisen pH:n raja riippuu rehun kuiva-ainepitoisuudesta. Vaikeinta pH:n
lasku on niill& kasveilla, joilla on suuri puskurikapasiteetti (McDonald ym. 1991). Mai-
tohappobakteerien luontainen pesékkeitd muodostavien yksikdiden (pmy) maaré rehus-
sa vaihtelee suuresti, 10-10° pmy/g tuoretta rehua (Pahlow 2003). Maitohappobakteerien
maaréé voi varmistaa lisédmalla rehuun maitohappobakteereita (Muck 2010). Sailore-
hun pH:lla ja kuiva-aineh&vikilla on positiivinen Kkorrelaatio, joten pieni pH véahentaa
kuiva-ainemenetyksid.  Alhaisesta  kuiva-ainepitoisuudesta tulee myos kuiva-
ainehdvikkia puristenesteen kautta. Maitohapon lisdys laskee pH:ta, mika véhentaa kui-
va-ainetappiota, mutta samalla maitohapon méaré kertoo kuiva-ainehévikista (Goeser
2015). Heterofermentatiivisessa maitohapon tuotossa syntyy kuiva-ainetappiota (Mc-
Donald ym. 1991).

Puskurikapasiteetti kuvaa rehun kykyéa vastustaa pH:n muutosta pH-vélilla 6,0-4,0 Pus-
kurikapasiteetti on valkuaiskasveilla suurempi verrattuna nurmiheindkasveihin. Pusku-
rikapasiteettiin vaikuttaa myos kasvin siséltdmien orgaanisten happojen suolat, fosfori-

happo, sulfaatti, nitraatti ja kloridit (Buxton ja O’Kiely 2003).

2.2 Puna-apila

Puna-apila on nurmipalkokasvi, joka sisaltdd enemman raakavalkuaista ja joitakin ki-
venndisaineita, kuten kalsiumia ja magnesiumia verrattuna nurmiheiniin (Luke 2017).
Puna-apilassa on vdhemman NDF:&4, mutta suhteessa enemman iNDF:&& verrattuna
nurmiheiniin. Apilan ruokinnallinen arvo laskee hitaammin kasvin vanhetessa ja naudat
syovat enemmaén apilaa kuiva-ainekiloina ilmaistuna verrattuna nurmiheiniin. Puna-
apiloilla ja muilla palkokasveilla on suurempi tuotospotentiaali verrattuna nurmiheiniin
(Johansen 2017). Erot kuidun laadussa ja potsin virtausnopeudessa voivat selittdd pa-
remman syonnin ja siti kautta paremman maitotuotoksen. Palkokasveissa on enemman

ligniinid, miké ei sula potsissa (McDonald ym. 1991).
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Vanhatalon ja Jaakkolan (2006) tekeman kirjallisuusyhteenvedon mukaan puna-apilan
osuuden ollessa 30-70 % séilérehusta rehun syonti liséantyi keskimaérin 1,3 kg ka / pv
ja maitotuotos lisaéntyi 1,4 kg/pv verrattuna heindnurmisailérehuun. Maidon rasva- ja
valkuaispitoisuudet laskivat hieman verrattuna heinanurmisailérehuun. Puhtaan puna-
apilasailorehun syotto ei valttamattd lisda heidan mukaansa séilérehun syontid, mutta
lisad kuitenkin energiakorjattua maitotuotosta ja valkuaistuotosta.

Apiloissa on suurempi puskurikapasiteetti ja alhaisempi sokeripitoisuus verrattuna hei-
nékasveihin, mika hankaloittaa apiloiden sdiléntaa ja liséa virhekdymisen riskia (Mc-
Donald ym. 1991). Taman vuoksi sdilontaaineella ja esikuivatuksella on merkittava roo-
li apilasdilérehun séilonnassa. Apilan esikuivatus on kuitenkin haastavaa johtuen kasvin
rakenteesta, vahva korsi kuivuu hitaasti ja samalla lehdet kuivuvat nopeasti, jolloin ne
varisevat helposti. Kuivumisen pitkittyessé hengitystappioiden maaré kasvaa (Vanhatalo
ja Jaakkola 2006).

2.3 Klostridit

Klostridit jaetaan kahteen eri luokkaa, sakkarolyyttisiin ja proteolyyttisiin (McDonald
ym. 1991). Sakkarolyyttiset bakteerit fermentoivat maitohappoa ja sokereita voihapoksi,
mistd johtuu pH:n nousu. Proteolyyttiset klostridit fermentoivat aminohappoja etikka-

hapoksi, voihapoksi, amiineiksi ja ammoniakiksi.

Klostridit tulevat rehuun yleensd maaperéasté itiomuodossa ja ne parjadvat elinkelpoisina
hapettomissa oloissa (McDonald ym. 1991). Klostridien vaikutukset alkavat rehussa sen
jalkeen, kun maitohappobakteerien kasvu on paattynyt (Muck 2010). Klostridit kasvavat
parhaiten pH:n ollessa 7,0 - 7,4 ja vasta pH:n ollessa 4,2 katsotaan klostridien kasvun
paaséantoisesti estyneen (McDonald ym. 1991). Myd6s kuiva-aineen ollessa suuri (yli
400 g/kg ka) katsotaan klostridien kasvun estyneen. Alhaisessa kuiva-aineessa klostridi-
en kasvu on helpompaa ja kuiva-aineen ollessa alle 150 g/kg ei ehké saavuteta niin ha-
panta ymparistoa, etta klostridien kasvu estyisi. Kosteassa rehussa sokerin maaré on niin

alainen, ettei riittdvan hapanta ymparistod saada maitohappokaymiselld (Pahlow 2003).

Pahlowin (2003) mukaan Klostridien kontaminaatioriski saadaan hyvin matalaksi valt-

tamalla rehunteossa maakosketusta. Siihen vaikuttavat muun muassa niittokorkeus, kar-
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hoitus, poyhintd ja maan pinnan tasaisuus sekd sddolosuhteet. Kuiva-ainepitoisuuteen
voidaan myos joissain tapauksissa vaikuttaa ja suuri kuiva-ainepitoisuus estdd maan
tarttumista jonkin verran kasvien pinnalle. Klostridien kasvua voi hillitd varmistamalla
riittdvan maitohapon méaran tai kayttamalla sailontahappoa riittdvan alhaisen pH:n

varmistamiseksi (Pahlow 2003).

Klostridien saastuttaman rehun energia- ja kuiva-ainetappioiden ennustaminen perustuu
yleensa voihapon ja ammoniakin maaraan rehussa. Molemmat kertovat mahdollisesti
Klostridien lasndolosta, mutta suuri ammoniakkipitoisuus voi johtua myds kasvien ent-
syymiaktiivisuudesta tai enterobakteereista. Tyypillisessa klostridien saastuttamassa
rehussa on korkea pH (yli 5, vaikka kuiva-aine olisi pieni), pieni maitohapon méaara,
korkea voihapon maara (yli 5 g/kg ka) ja suuri amiinien maara. Rehun ruokinta-arvo ja

maittavuus laskee korkean voihapon ja huonon sdilyvyyden vuoksi (Pahlow 2003).

Rehun kautta Kklostridi-itit siirtyvat lehmén ruuansulatuskanavaan ja edelleen ulostee-
seen. Jos lehmén utareet saastuvat ulosteella, voi itidita paasta maitoon saakka. Yleensa
tdma voidaan estdd hyvéllad lypsyhygienialla. Klostridi-itiot liikkuvat huonosti ilman
valitykselld, joten yleens& aina maitoon tullut klostridikontaminaatio on utareen pinnal-
ta. Lannan mukana klostridi-itiot paatyvéat peltoon, josta taas mahdollisesti rehun kautta
lehmé&an. Lannan levittdmisen jalkeen kannattaa pitda neljan viikon varoaika, jolloin
Klostridi-pitoisuus on yleensa laskenut samalle tasolle kuin kasvustoissa, joihin ei ole
ajettu lantaa (Pahlow 2003).

Klostridien saastuttaman séilérehun tarjoaminen lypsylehmille voi tuoda ongelmia mai-
don jatkojalostuksessa juustoksi. Juustoihin tulee klostridien kasvun myo6ta helposti
voihappokaymistd, joka aiheuttaa koviin juustoihin isoja reikid ja repedmié (Klijn ym.
1995, Pahlow 2003)

Klostridit itsessdankin voivat aiheuttaa eldimille terveyshaittoja, kuten Clostridium bo-
tulinum aiheuttaa botulismia el&imille, joka saattaa jopa tappaa (McDonald ym. 1991).
C.botulinum tulee séilérehuun yleensd jonkin eldimen ruhon mukana, eivétka itiot
yleensd lisdanny hyvin sdilyneessé rehussa (Pahlow 2003). Suuri voihappopitoisuus
altistaa lehmié ketoosille (Muck 2010).
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2.4 Natriumnitriitti NaNO,

Kasveissa on luontaisesti nitraattia vaihtelevia maéaria. Nitraatti hajoaa sailénnan aikana
ammoniakiksi, nitriitiksi ja typen oksideiksi (Spoelstra 1985). Nitriitti ja typpioksidi
vaikuttavat ehkaisevési klostridien kasvuun. Natriumnitriitin kaytt0 sailontaaineena pe-
rustuu nitriitin haittamikrobien kasvua ehkéisevéan vaikutukseen, mik& osaltaan edistaa
maitohappobakteerien toimintaa. Natriumnitriitti ei vaikuta maitohappobakteereihin,

joten ne paasevat laskemaan rehun pH:n (Hellberg 1967).

Natriumnitriittid ja natriumnitraattia on tutkittu ja kaytetty paljon elintarvikkeiden sai-
Ionndssa. Nitraatti on lahtokohtaisesti myrkyllistd. Naudoille nitraattimyrkytys on kui-
tenkin harvinainen (EFSA 2009).

Natriumnitriitti vaikuttaa suoraan aerobisiin ja anaerobisiin haittamikrobeihin, kuten
klostrideihin, jolloin luonnolliset maitohappobakteerit saavat paremmat mahdollisuudet
toimia ja sdiloa rehua (Hellberg 1967, Woods 1981, Pahlow 2003). pH ei ole hyvé laa-
tukriteeri sailottaessa natriumnitriitin ja heksamiinin seoksella, koska natriumnitriitti ja

heksamiini vaikuttavat suoraan haittamikrobeihin (Konig 2016).

Typen oksidit haihtuvat yleensa ilmaan tai reagoivat sailérehun komponenttien kanssa,
eik& niit4 ole enda rehussa muutaman viikon jalkeen sailonnén alusta (Spoelstra 1985).
Jos nitraatista muodostuu pédasiassa ammoniakkia, se nostaa rehun pH:ta tai ainakin
hidastaa sen laskua sailénnan aikana. Natriumnitriitin klostrideja estavan vaikutuksen
katsotaan tulevan, kun tuoreessa rehussa se kiihdyttaa nitraatin hajoamista nitriitiksi ja
typpioksidiksi (Knicky 2007). Spoelstra (1983) huomasi tutkimuksessaan, etta klostridi
ei kasva niin kauan kuin nitraattia on rehussa ja ilman nitraattia rehun klostridien kasvu

alkaa heti sailénnan jalkeen.

Natriumnitriitti soveltuu erityisesti korkean puskurikyvyn omaavalle rehulle, jossa on
pieni kuiva-ainepitoisuus. Talldin klostrideilla on hyvét olosuhteet omalle kasvulleen,
mutta maitohappobakteereilla on haasteita pH:n laskemisessa haittamikrobien kasvua
estavalle tasolle. Tdssé tapauksessa nitriitti vaikuttaa suoraan haittamikrobeihin estéen

niiden kasvua.



13

3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda natriumnitriitin soveltuvuutta puna-apilaséilorehun
séilontaan verrattuna muurahaishappoon tai painorehuun, kun rehu tehtiin kahdessa eri
kuiva-ainepitoisuudessa. Puna-apilan haasteellisten sailéntdominaisuuksien vuoksi se on
herkka voihappokaymiselle. VVoihappokaymistd estaméan yritetdan 10ytad mahdollinen
ratkaisu natriumnitriitista. Sailonté tehtiin puhtaan nurmiraaka-aineen liséksi klostrideil-
la kontaminoidulla raaka-aineella. Tdman avulla oli tarkoitus varmistaa, ettd rehussa oli

riittavasti klostrideja voihappokéaymiselle.

Tutkimukset hypoteesit olivat seuraavat: 1) sdilontdaineet parantavat rehun laatua ja
vahentévat klostridien toimintaa ja voihappokaymista 2) Natriumnitriitti on tehokkaam-

pi klostridien est&ja kuin muurahaishappo.
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4 AINEISTO JA MENETELMAT

4.1 Koerehujen valmistus ja sailonta

Sailontakoe tehtiin Helsingin yliopiston maataloustieteiden laitoksella. Koerehut tehtiin
Viikin opetus- ja tutkimustilan peltolohkolta Isoniitty 9.-11.8.2016. Kasvusto oli timo-
tein (Phleus prantence), nurminadan (Festuca patensis) ja puna-apilan (Trifolium pra-
tense) seosta. Lohko niitettiin niittomurskaimella (Krone EasyCut 3210 CV, Maschi-
nenfabrik Bernard Krone GmbH, Spelle, Saksa) 9.8.2016 klo 13.30 ja klo 14.00 valilla.
Seuraavan yon ja aamupdivan sadekuuroissa tuli vettd noin 3 mm. Tavoitteena oli esi-
kuivata rehu kahteen kuiva-ainepitoisuuteen 200-250 g/kg (KAL) ja yli 300 g/kg (KA2).
Kuivumisen seuraamiseksi karhoista otettiin kuivauksen aikana naytteitd, joista méaari-
tettiin pikamenetelmallda mikrossa kuiva-ainepitoisuus. Ensimmainen koe-erd haettiin
pellolta 10.8.2016 klo 11.45. Kuivatusajaksi muodostui noin 21 tuntia. Toinen eré haet-
tiin pellolta sateen uhan vuoksi klo 18.00 ja laitettiin katoksen alle kuivumaan. Toinen
eré kerattiin sailottavaksi 11.8.2016 klo 11.00. Kuivatus aikaa toiselle erdlle muodostui
45 tuntia.

Koe-erdt silputtiin (Walter u. Wintersteiger KG, Ried im Innkreis, Itavalta), jonka jal-
keen naytteet saildttiin 1,5 litran laboratoriosiiloihin (Weck®, Wher-Oflingen, Germa-
ny), jotka oli punnittu etukateen. Silputtu rehuerd sekoitettiin hyvin, jonka jalkeen siit4
punnittiin erikseen jokaiseen koesiiloon tarvittava rehumaara. Ensimmaista erda (KAL)
laitettiin 900 g per siilo, eli 600 kg/m®. Rehun kuiva-ainepitoisuus oli 199 g/kg. Toisen
erédn (KA2) kuiva-ainepitoisuus oli 314 g/kg ja sitd laitettiin siiloihin 750 g per siilo, eli
500 kg/m®. Sailéntaaineina oli muurahaishappo ja natriumnitriitti, joita verrattiin paino-
rehuun. Samat késittelyt tehtiin sekd puhtaalle raaka-aineelle ettd Clostridium tyrobuty-

ricum —mikrobilla kontaminoidulle raaka-aineelle.

Sailontakasittelyiden yksityiskohdat olivat:
1) Illman séilontdainetta (painorehu, PR)
2) Muurahaishappo (80 % liuos), annostelu 4 litraa/1000 kg rehua 100 %:na muu-
rahaishappona ilmaistuna (MH)
3) Natriumnitriitti, annostelu 900 g / 1000 kg rehua (NaNi)

4) llman siiléntaainetta (painorehu, PR) + C. tyrobutyricum, 1*10° pmy/g rehua
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5) Muurahaishappo (80 % liuos), annostelu 4 litraa / 1000 kg rehua 100 %:na muu-
rahaishappona ilmaistuna (MH) + Clostridium tyrobutyricum, 1*10°> pmy/g re-
hua

6) Natriumnitriitti, annostelu 900 g / 1000 kg rehua + Clostridium tyrobutyricum,
1*10° pmy/g rehua

Kaikki séilontaaineet laimennettiin siten, ettd jokaisessa kasittelyssa nestemaara (sailon-
taaine + vesi) oli 10 g/kg rehua. Painorehuun lisattiin pelkka vesi. Vesi ja sailontdaine
lisattiin siiloa varten punnittuun rehuun pipetill4 annostelleen ja samalla sekoittaen re-
hua. Kontaminoituihin rehuihin lisattiin ennen séilontéainetta pipetilla klostridiliuosta

rehua samalla sekoittaen

Jokaista sailontaainekasittelya tehtiin nelja rinnakkaista siiloa, eli yhteensa 24 siiloa per
séilorehuerd. Kuiva-aineen mukaan jaettuja séilorehuerid oli kaksi, joten yhteensa tuli
48 siiloa. Tiivistetyt siilot suljettiin kumitiivisteen, lasikannen ja kiinnityspidikkeen
avulla. Siilot sdilytettiin tasaisessa huoneenldmmadssa ja pimedssa. Siilot avattiin kah-
dessa erdssa 18.11.2016 (KAL rehut) ja 1.12.2016 (KAZ2 rehut) niin, ettd keskimaarainen

séailontdaika oli 106 vuorokautta.
4.2. Naytteiden otto ja analysointi

Raaka-ainenayte otettiin ennen laboratoriosiilojen tayttamista. Kaikki naytteet analysoi-
tiin Helsingin yliopiston maataloustieteiden laitoksen laboratoriossa. Raaka-aineesta
madritettiin heti primé&rinen kuiva-aine. Lisaksi kuivattiin analyysindyte, josta méaritet-
tiin mydhemmin tuhka, NDF ja in vitro -sulavuus. Lisaksi raaka-aineesta pakastettiin
erikoisanalyysindyte, puskurikapasiteettindyte ja varandyte. Erikoisanalyysindytteesta
tutkittiin kokonaistyppi, liukoinen typpi ja pelkistavat sokerit. Lisaksi raaka-aineesta
otettiin ndyte mikrobiologisen tutkimukseen ja botaaniseen analyysiin.

Siilojen avauksen yhteydessé siilot punnittiin ilman kantta. Rehuista tehtiin pH-maéaritys
siiloja avatessa pH-mittarilla (SevenCompactTM S220, Mettler-Toledo Ltd, Leicester,
Iso-Britannia). Samalla arvioitiin astinvaraisesti haju. Siiloista pakastettiin naytteet eri-
koisanalyyseja varten ja varanayte. Liséksi otettiin ndyte mikrobiologisiin maarityksiin.
Erikoisanalyysinédytteistd madritettiin priméarinen kuiva-aine, tuhka, kokonaistyppi,
ammoniumtyppi, pelkistavat sokerit, maitohappo, haihtuvat rasvahapot (VFA) ja etano-
li.
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Raaka-aine- ja séilérehundytteet kuivattiin tuulettavassa kuivauskaapissa (Memmert,
Memmert GmbH, Schwabach, Saksa), ensin 103 °C:ssa tunnin ajan, jonka jalkeen 50
°C:ssa kahden vuorokauden ajan. Kuiva-ainemaarityksiin naytteet kuivattiin samassa
kaapissa 103 °C:ssa 20-24 tunnin ajan. Sailorehujen kuiva-ainepitoisuus korjattiin Hui-
dan ym. (1986) korjauskaavalla. Tuhka maéritettiin polttamalla ndyte muhveliuunissa
(Heraeus Thermicon T, Heraeus, Hanau, Saksa) 600 °C:ssa 20-24 h. Raakavalkuainen
madritettiin Kjeldahl-menetelmalla (AOAC 1995), Tecator-polttolaitteella (Tecator Di-
gestion Auto ja Tecator Scubber) ja tislaus- ja titrauslaitteistolla (FOSS Kjeltec Auto
2300, Foss, Hillerad, Tanska). Neutraalidetergenttikuitu méariteltiin Van Soestin ym.
(1991) mentelmalla kuuma-ja kylméuuttolaitteella (Tecator Fibertec System 1020/1021,

Foss, Hillerad, Tanska) ké&yttden natriumsulfaattia.

Maitohappo, ammoniakkityppi, vesiliukoiset hiilihydraatit ja etanoli maaritettiin kolo-
rimetrisesti (Shimadzu UV-VIS mini 1240, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Ger-
many) kayttden maitohapolla Barker ja Summerson (1941) menetelméé ja ammoniakki-
typelld McCulloughin (1967) menetelma&. Vesiliukoisten hiilihydraattien méaérittami-
seen kaytettiin Salon (1965) ja Somogyyi (1945) menetelmig, etanolianalyysissé kaytet-
tiin entsyymikittia (cat. No 176290, R-Biopharm AG, Darmstadt, Saksa). D-arvon las-
kentaan kéytettiin in vitro —sulavuuden perusteella laskettua sulavan orgaanisen aineen
pitoisuutta kuiva-aineesta. Orgaanisen aineen in vitro —sulavuus maadritettiin pepsiini-
sellulaasi-menetelmall& (Friedel 1990) k&yttden Nousiaisen ym. (2003) muunnelmaa. In
vivo —sulavuudeksi muutettaessa kaytettiin Huhtasen ym. (2006) korjausyhtéloéa. Haih-
tuvat rasvahapot madritettiin nestegromatografilla (Waters Acquity UPLC, Waters, Mil-
ford, MA, Yhdysvallat, kolonnina oli 186004097, Waters MassTrak AAA, Waters, Mil-
ford, MA, Yhdysvallat) Puhakan ym. (2016) kuvaamalla menetelmalla. Puskurikapasi-
teetti méaaritettiin Weissbachin (1992) menetelmalld. Lisaksi mééritettiin nelja Clostri-
dium lajia (C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. sporogenes and C. perfringens) Konigin

ym. (2019) kuvaamalla menetelmalld Maataloustieteiden laitoksella.
4.3 Aerobinen stabiilisuus

Aerobinen stabiilisuus méaritettiin seuraamalla lampoétilan muutosta rehussa, kun se
joutui ilman kanssa tekemisiin. Siilojen avauksen yhteydessa otettiin néayte, joka sijoi-

tettiin muovipussiin styroxlaatikkoon. Styrokslaatikon reijan kautta ilma péasi pussiin,
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jossa rehu oli. Rehumassan keskelld oli datalogger-laite (MicroLite, Fourier Sys-
tem/Dostmann electronic GmbH). Laatikot sijoitettiin huoneeseen, jossa lampétila oli
noin + 20 °C. Kolmella dataloggerilla seurattiin huoneen lampdtilaa. Rehujen lampoti-
laa seurattiin 10 paivaa. Lampdtilat Kirjautuivat viiden minuutin valein dataloggereihin,
joista tieto purettiin tietokoneelle suoraan USB-portin kautta. Aineistosta selvitettiin
ajankohdat, jossa rehun ja huoneen lampétila ero oli yli 2 °C.

4.4 Tulosten laskenta ja tilastolliset analyysit

Raaka-aineiden fermentaatiokerroin (FK) laskettiin puskurikapasiteetin (PK), vesi-
liukoisten hiilihydraattien (WSC) pitoisuuden ja kuiva-ainepitoisuuden (KA) avulla
kaavalla FK = KA (%) + 8* WSC/PK (Schmidt 1971).

Syonti-indeksi laskettiin Huhtasen ym. (2007) kaavalla Syonti-indeksi = 100 + 10 x
[(D-arvo — 680) x 0.017 — ((maitohappo+ haihtuvat rasvahapot) — 80) x 0.0128 +
(0.0198 x (kuiva-aine - 250) — 0.00002364 x (kuiva-aine? — 250°)) — 0.44 x jalkisatosai-
lrehun osuus + 4.13 x palkokasvien osuus — 2.58 x palkokasvien osuus® +5.90 x koko-
viljaséildrehun osuus — 6.14 x kokoviljasdilérehun osuus? — 0.0023 x (NDF-kuitu -
550)]

Séilontaaineen sisdltdesséd natriumnitriittia ammoniakkipitoisuus korjattiin sailontéai-
neessa lisétyn typen osalta olettaen, ettd kaikki lisatty typpi muuttui ammoniumtypeksi.
Taman perusteella voidaan vertailla sdilorehun valkuaisen hajoamista, eika siihen lisat-

tyjen typpiyhdisteiden hajoamista.

Sailontatulokset analysoitiin erikseen kahdelle kuiva-aineluokalle ANOVA:lla kédyttden
SAS 9.3:n Mixed proseduuria (SAS 9.3, Institute Inc., Cary, NC). Kasittelyiden vertai-
lu tehtiin kayttdmalla seuraavia ortogonaalisia kontrasteja.

1) Kilostridilisayksen vaikutus rehuun

2) Sailontaaineilla kasiteltyjé rehuja verrattiin painorehuun (MH ja NaNi vs PR)

3) Natrium-nitriitilla sailottyja rehuja verrattiin muurahaishapolla sailottyihin re-

huihin (NaNi vs MH)
4) Kilostridi lisdyksen ja sailontaaineen kayton yhdysvaikutus (1*2 yhdysvaikutus)

5) Klostridi lisdyksen ja sailontdaine valinnan yhdysvaikutus (1*3 yhdysvaikutus)
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Merkitsevyydet ilmaistaan P-arvoina, joissa P < 0,001 = erittdin merkitsevé, P < 0,01 =
hyvin merkitseva, P < 0,05 = merkitseva ja 0,05<P < 0,10 = suuntaa-antava

Ei-normaalijakautuneet muuttujat testattiin Kruskall-Wallisin ei-parametriselld testilla
(SPSS, versio 21, IBM, Armonk, USA) ja merkitsevat erot kasittelyiden vélill4 analy-
soitiin parittaisella keskiarvotestilld (Dunn-Bonferroni).

5 TULOKSET

5.1. Raaka-aine

Raaka-aineiden kuiva-ainepitoisuudet olivat 199 g/kg ja 314 g/kg, jotka olivat tavoitteen
mukaiset (Taulukko 1). Vesiliukoisia hiilihydraatteja oli KA1:ssé 16,4 g/kg ja KA2:ssa
30,0 g/kg ilmaistuna tuoreesta rehusta. Puskurikapasiteetti oli hieman korkeampi
KAL:ssa. Fermentaatiokerroin oli KAL:ssa 28,3 ja KA2:ssa 41,9. Klostrideja oli hieman
enemman KA1-sailoérehussa (13,3 log kopiota/g tuoretta) tuorerehu grammaa kohden

verrattuna KA2-rehuun (9,9 log kopiota/g tuoretta)

Taulukko 1.  Raaka-aineen koostumus (g/kg kuiva-ainetta ellei toisin mainittu).

Kuiva-aine 1 Kuiva-aine 2

Kuiva-aine, g/kg 199 314
Tuhka 88,3 83,3
Raakavalkuainen 188 177
Liukoinen-N, g/kg N 367 318
Neutraalidetergenttikuitu 459 467
Orgaanisen aineen sulavuus, g/kg OA 679 673
D-arvo 619 617
Vesiliukoiset hiilihydraatit (WSC) 82,6 95,7
Vesiliukoiset hiilihydraatit (WSC), g/kg 16,4 30,0
Nitraatti 4,0 4,0
Puskurikapasiteetti (PK)

PK, mekv/kg ka 873 806

PK, maitohappoa, g/kg ka 78,6 72,6
Fermentaatiokerroin (FK) 28,3 41,9
Klostrideja yhteensd, log kopiota/g tuore 13,3 9,9

FK = KA (%) + 8* WSC/PK (Schmidt 1971). Mit& korkeampi fermentaatiokerroin on, sitd helpompi on

rehu séiloa.
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Botaanisen analyysin tulokseksi saatiin puna-apilaa 65,9 % kuiva-ainepitoisuudesta,
timoteita ja nurminataa oli 31,1 % kuiva- ainepitoisuudesta ja rikkaruohoja 3 % kuiva-

ainepitoisuudesta.

5.2 Kuiva-aine 1 sailérehu

Kuiva-ainepitoisuus vaihteli KA1-rehuissa 203 — 216 g/kg (Taulukko 2). Sailontaaineel-
la tehdyissa rehuissa kuiva-ainepitoisuus oli keskimé&arin sama kuin painorehussa, kun
rehua ei késitelty klostridilla, mutta klostridikasitellyissa rehuissa painorehun kuiva-
ainepitoisuus oli suurempi (yhdysvaikutus P<0,05). NaNi-rehussa oli hieman suurempi

kuiva-ainepitoisuus kuin muurahaishapolla séilotyssa rehussa (P<0,001).

Ei-parametrisen testin perusteella ilman klostridiké&sittelyd tehdyn MH-rehun pH oli
suurempi kuin klostridikésitellyn MH-rehun (P<0,05). Ammoniumtypen osuus koko-
naistypesta ja maitohapon pitoisuus oli sdilontdaineella séilottaessa keskiméaarin pie-
nempi verrattuna painorehuun (P<0,001). Samoin ammoniumtyppi ja maitohappo olivat
pienempid muurahaishapolla séilottdessa verrattuna natriumnitriittiin (P<0,001). Klost-
ridiliséys laski ammoniumtypen ja maitohapon méérad (P<0,05). Klostridilisdys myos
nosti ammoniumtypen pitoisuutta NaNi:lla sailottdessd, mutta MH-rehuissa pitoisuus
laski. Taman seurauksena MH- ja NaNi-rehujen ero ammoniumtypen osuudessa suureni
Klostriké&sittelyn yhteydessd (yhdysvaikutus P<0,1). Klostridikasittelyn keskimé&éaréiset
vaikutukset olivat kuitenkin numeerisesti hyvin pienid. Korjattu ammoniumtypen osuus
ei ollut normaalisti jakautunut. Parittaisen keskiarvovertailutestin mukaan klostridikéasi-
tellyn MH-rehun korjattu ammoniumtypen osuus oli pienempi kuin molempien paino-
rehujen (P<0,05).

Etikkahappopitoisuudet olivat selvésti alhaisemmat sailontéaineella tehdyissa rehuissa
verrattuna painorehuun (P<0,001). MH-rehussa oli vahemman etikkahappoa kuin NaNi-
rehussa, mutta rehujen vélinen ero etikkahapon pitoisuudessa oli suurempi, kun rehuun

oli lisatty Klostrideja, verrattuna ei Klostrideja sisaltavaan (yhdysvaikutus P=0,001).

Mydskéaén sokerin, voihapon, etanolin ja klostridien pitoisuudet eivat olleet normaalisti
jakaantuneita. Sokeripitoisuus oli molemmissa MH-rehuissa suurempi kuin kasittele-

mattomasséd PR-rehussa (P<0,05) ja kasitteleméattomassd NaNi-rehussa oli vahemman
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sokeria kuin klostrideilla kasitellyssd MH-rehussa (P<0,05). NaNi-rehut sisélsivat vé-
hemmaén etanolia kuin kasitelty MH-rehu (P<0,05). Kasittelem&ton NaNi-rehu sisalsi
vahemman etanolia kuin molemmat MH-rehut (P<0,05). Klostridien mééra oli késitte-
lemattémissé rehuissa pienempi NaNi-rehussa kuin MH-rehussa (P<0,05). Klostridien
maaré rehussa oli suunnilleen sama, riippumatta siit4 oliko rehuun lisétty sailonta vai-
heessa klostrideja vai ei. Aerobisen stabiilisuuden mittauksessa kaikkien rehujen lampo-

tilat pysyivat vakaana koko seurantajakson ajan.
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Taulukko 2 Sailontéaine- ja klostridilisdyksen vaikutus rehujen kaymislaatuun ja klostridipitoisuuteen kuiva-aineen 1 rehuissa.

Ei klostrideja Klostridit Tilastollinen merkitsevyys
Sailontaaine PR MH NaNi PR MH NaNi SEM Klostr ~ PRvsSA MHvsNaNi 1*2yhd 1*3yhd
Kuiva-aine, g/kg 211 205 216 214 203 209 0,18 0,189 0,009 <0,001 0,016 0,262
pH 4,08° 415 4,04° 408"  401°  406° 0,026
Ammonium-N, g/kg 86,0 50,8 73,5 76,0 41,2 75,5 2,88 0,023 <0,001 <0,001 0,225 0,058
Korj Amm-N, g/kg 86,0°  50,8% 44,6% 76,0° 41,2 45,2% 2,87
Vesiliukoiset hiilinydraatit 32° 867" 3,9% 5,4°%° 93,7° 4,7%¢ 3,10
Maitohappo 136 26 139 131 21 133 26 0,027 <0,001 <0,001 0,794 0,861
Etikkahappo 36,3 10,6 34,8 35,8 7.4 37,9 0,77 0,740 <0,001 <0,001 0,703 0,001
Voihappo 0,0 4,7 0,0 0,0 0,7 0,0 1,75
Etanoli 3,3%¢ 5,0 1,28 3,2%° 5,8° 1,5% 0,53
Klostrideja yhteensa, 104 11,2° 102°  103®  107®  104® 0,29

log kopiota/g tuore
Syonti-indeksi 89 106 89 90 107 89

PR=Painorehu, MH=Muurahaishapporehu, NaNi=Natriumnitriitilla saildtty rehu, Korj.Amm-N=Korjattu ammoniakkipitoisuus, sdiléntaaineen sisaltdessa natri-
umnitriittid ammoniakkipitoisuus korjattiin séilontdaineen lisatypen osalta. Keskiarvot on merkitty eri kirjaimilla, jos merkitsevyys P<0,05 ei-parametrisessa
testissa. Syonti-indeksi Huhtanen ym. (2007)
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Taulukko 3 Sailontdaine- ja klostridilisdyksen vaikutus rehujen kdymislaatuun ja klostridipitoisuuteen kuiva-aineen 2 rehuissa.

Ei klostrideja Klostridit Tilastollinen merkitsevyys
Sailontaaine PR MH NaNi PR MH NaNi  SEM Klostr PRvs SA MHvsNaNi 1*2yhd 1*3 yhd
Kuiva-aine, g/kg 327 328 336 317 316 314 0,45 0,001 0,758 0,536 0,408 0,307
pH 4,14 421° 411° 411 418" 4,09 0,009
Ammonium-N, g/kg 72,1 47,7 63,4 71,4 50,4 68,1 1,02 0,014 <0,001 <0,001 0,022 0,331
Korj Amm-N, g/kg 72,1 477 44,8 71,4 50,4 47,2 0,94 0073  <0,001 0,005 0,062 0,855
Vesiliukoiset hiilihydraatit 14,1 841° 178%™  141®  746™ 197%™ 23y
Maitohappo 114%° 35° 109°° 122° 38®  111%° 2,5
Etikkahappo 27,1 8,2 23,2 26,0 9,7 25,0 0,70 0,222  <0,001 <0,001 0,038 0,837
Voihappo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Etanoli 3,2%° 3,1%° 0,9° 4,1° 3,8™ 1,1® 0,23
Klostrideja yhteensd, log 104 108 105 103 119 118 082 0254 0225 0,839 0,389 0,867
kopiota/g tuore
Syonti-indeksi 101 114 102 100 113 102

PR=Painorehu, MH=Muurahaishapporehu, NaNi=Natriumnitriitilla sailétty rehu, Korj. Amm-N=Korjattu ammoniakkipitoisuus, sdilontdaineen sisaltdessa natri-
umnitriittia ammoniakkipitoisuus korjattiin sailéntaaineen lisatypen osalta. Keskiarvot on merkitty eri kirjaimilla, jos merkitsevyys P<0,05 ei-parametrisessa tes-

tissd. Syonti-indeksi Huhtanen ym. (2007)
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5.3. Kuiva-aine 2 sailorehu

KA 2-rehuissa kuiva-ainepitoisuus vaihteli 314-336 g/kg valilla ja klostridikasitellyissa
rehuissa kuiva-ainepitoisuus oli pienempi kuin kasittelemé&ttomissa rehuissa (P<0,001).
pH oli molemmissa MH-rehuissa suurempi kuin vastaavassa NaNi-rehussa (P<0,05).
Késittelemattomassa MH-rehussa oli suurempi pH kuin kasitellyssa PR-rehussa ja
NaNi-rehussa (P<0,05).

Ammoniumtypped ja korjattua ammoniumtypped oli vahemman sailontaaineella sailo-
tyissé rehuissa kuin painorehussa (P<0,001). Korjaamatonta ammoniumtyppea oli MH-
rehuissa vahemman kuin NaNi-rehuissa (P<0,001), mutta korjattua ammoniumtyppea
oli enemman MH-rehuissa kuin NaNi-rehuissa (P<0,01). Sekd ammoniumtypen etta
korjatun ammoniumtypen erotus sailontdaineella kasiteltyjen rehujen ja PR-rehun vélill&
kapeni Klostridilisdyksen myotd. Klostridikésitellyissé rehuissa sdilontaaineella késitel-
tyjen ammoniumtypen osuus nousi verrattuna kasitteleméattomiin, painorehussa taas
Klostridikasittely hieman laski ammoniumtypen maardd (yhdysvaikutus P = 0,062).
Keskiméaarin Kklostridilisdys nosti suuntaa-antavasti ammoniumtypen ja korjatun ammo-

niumtypen méaréaa (P<0,1).

Sokeripitoisuus ei ollut normaalisti jakautunut. Molemmissa MH-rehuissa oli selvéasti
suurempi sokeripitoisuus kuin kasitteleméattoméssa PR-rehussa (P<0,05). Samoin kasit-
teleméttoméssa MH-rehussa oli suurempi sokeripitoisuus kuin klostrideilla kasitellyssa
PR-rehussa (P<0,05).

Maitohapon ja etanolin pitoisuudet eivét olleet normaalisti jakautuneita. MH-rehuissa
oli pienempi maitohapon maara kuin klostrideilla ké&sitellyssdé PR-rehussa. NaNi-
rehuissa oli pienempi etanolin maaré kuin klostrideilla kasitellysssa PR-rehussa. Liséksi
késitteleméattomasséd NaNi-rehussa oli alhaisempi etanolin maaré kuin klostridi késitel-
lyss& MH-rehussa (P<0,05). Etikkahapon maaré oli MH-rehuissa selvasti pienempi kuin
NaNi-késittelyissd (P<0,001). Etikkahapon ma&&rd laski painorehussa, kun klostridia
lisattiin, séilontdaineella kasitellyissa rehuissa etikkahapon mééra taas nousi klostridien

lisdyksen jalkeen (yhdysvaikutus P<0,05).
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Klostridien madrassa ei ollut merkitsevid eroja, ei edes sen mukaan oliko niité lisatty
séilonnan yhteydessa. Aerobinen stabiilisuus pysyi kaikissa rehuissa vakaana koko seu-

rantajakson ajan.

6 TULOSTEN TARKASTELU

6.1. Raaka-aine

Botaanisen analyysin perusteella raaka-aineesta 66 % kuiva-aineesta oli puna-apilaa ja
31 % nurmiheinié seka loput rikkoja. Puna-apilan melko suuri osuus nékyy koostumus-
tuloksissa. Sdilonnén kannalta tdrkeimméat ominaisuudet sdilérehun raaka-aineessa ovat
sokeripitoisuus, kuiva-ainepitoisuus ja puskurikapasiteetti, joista lasketaan fermentaa-
tiokerroin (Schmidt 1971). Sokeripitoisuus oli raaka-aineessa 82,6 - 95,7 g/kg ka, joten
ero KA1l- ja KA2-rehujen vililla oli sokeripitoisuuden osalta melko pieni. Yleensa esi-
kuivatuksessa sokeripitoisuus hieman laskee, kun se ilmaistaan pitoisuutena kuiva-
aineesta. Niitosta 24 tunnin kuluttua voidaan menettéa jopa 50 % kasvin sokeripitoisuu-
desta hengityksen mukana, jos kasvi paasee hapen kanssa tekemisiin ja sokeripitoisuus
on pieni jo lahtdkohtaisesti (Pettersson ja Lindgren 1990). Sokeripitoisuus voi vaihdella
kasvilajeittain ja vuorokauden ajankohdan mukaan paljonkin, yleensa sokeria on aurin-

gonlaskun aikaan enemman kuin aamulla (Fisher 1999).

Esikuivatussa rehussa on usein enemman sokeria verrattuna tuoreeseen, jos sokeripitoi-
suus ilmaistaan tuorekiloa kohti, koska sokeri konsentroituu rehussa veden méarén va-
hentyessa. Euroopan elintarviketurvallisuusviranomaisen (EFSA 2006) mukaan rehu on
helposti séilottdvaa, jos sen sokeripitoisuus on yli 30 g/kg, jos sokeripitoisuus on 15 —
30 g/kg se luokitellaan kohtalaisen vaikeaksi séil6& ja sokeripitoisuuden ollessa alle 15
0/kg on rehu vaikeasti sailottavaa. Tassé kokeessa KAl-rehussa sokeripitoisuus tuorees-
sa oli 16,4 g, joten se on kohtalaisen vaikea séilod. KA2-rehussa sokeripitoisuus oli 30,0

g/kg, joten se on juuri helposti sdil6ttavan rajalla.

KA1-raaka-aineessa oli klostrideja enemmaén kuin KA2:ssa (13,3, vs 9,9 log kopiota/g
tuoretta). Kuiva-aineesta ilmaistuna KA1-rehussa oli huomattavasti enemman klostride-
ja kuin KA2:ssa (67 vs 32 log kopiota/g ka). Kuiva-ainepitoisuuden ollessa 400 g/kg
klostridien kasvun katsotaan estyvan ja alle 150 g/kg pitoisuudessa katsotaan klostridien
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kasvun estamisen olevan erityisen vaikeaa (McDonald ym. 1991). KA1-rehuissa kuiva-
ainepitoisuus oli 199 g/kg, joten se on hieman haastava klostridien kasvun ehkdisemisen
kannalta. KA2-rehussa kuiva-ainepitoisuus oli 314 g/kg, joten se on helpohko sail6a

ilman klostridien kasvua.

Myohéisessa kehitysvaiheessa korjatussa rehussa kuiva-ainepitoisuus on suurempi ja
puskurikapasiteetti pienempi kuin nuoremmassa kasvustossa (Buxton ja O’Kiely 2003).
D-arvosta paatellen kasvusto oli hieman vanhaa, mutta kuiva-ainepitoisuus oli silti pieni
ja puskurikapasiteetti suuri. Pieni kuiva-ainepitoisuus saattaa johtua sateisesta saasté.
Puskurikapasiteetti oli melko suuri raaka-aineessa, 806-873 mekv/kg ka. Kingin ym.
(2012) kokeissa puna-apilan puskurikapasiteetti on ollut 552-639 mekv/kg ka. Suuri

puskurikapasiteetti saattaa johtua suuresta raakavalkuaisen maarasta.

Fermentaatiokerroin yhdistdd kuiva-ainepitoisuuden, puskurikapasiteetin ja sokerin
madrien vaikutuksen sailtttavyyteen. Mitd suurempi fermentaatiokerroin on, sita hel-
pompi on rehua séiléa. Fermentaatiokertoimen ollessa yli 45 on rehu helposti séilotta-
vad. Fermentaatiokertoimen ollessa alle 27 on voihappokayminen todenndkdista ilman
séilontaainetta (Pahlow ym. 2002). KA1-rehussa fermentaatiokerroin oli 28,3, joten sen
séilontd voi olla melko vaikeaa. KA2-rehuissa fermentaatiokerroin oli 41,9, joten sen
séilyminen hyvana on melko todennakaista ilman sailontaainettakin. Wieringan (1966)
mukaan rehuun, joka siséltdd 4-8 g/kg ka nitraattia, ei muodostu voihappoa séilénnan
aikana. Jos nitraattia on enemmén tai vdhemman riski voihapon muodostukselle on.
Tassa tutkimuksessa nitraattia oli 4,0 g/kg ka, mika jo itsessaan estaa voihapon muodos-

tusta.

Raakavalkuaista oli raaka-aineessa 177-188 g/kg ka, mika on melko tyypillinen raaka-
valkuaispitoisuus puna-apilaséilérehulle (Luke 2017). My0s tuhka- ja NDF-pitoisuudet
olivat melko tyypilliset puna-apilasédilorehulle (Luke 2017). S&ilontdaika oli 106 vuoro-
kautta, mita voidaan pitéa riittdvanad. Pahlow ym. (2003) mukaan séilérehun fermentaa-

tiovaihe voi kestaa yli kuukauden.
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6.2 Sailorehut

Raaka-aineessa oli ilmeisesti klostrideja niin paljon, etta lisdykselld ei ollut tuloksen
kannalta merkittavaa vaikutusta. Tilastollisessa analyysissé klostridilisays vaikutti mer-
kitsevasti vain muutamiin kdymisparametreihin. My0s pienten numeeristen erojen pe-

rusteella voitiin olettaa, ettei Klostridilisdyksella ollut vaikutusta kokeen tuloksiin.

Molemmissa kuiva-aineluokissa rehujen kuiva-ainepitoisuuksien erot olivat niin pienia,
etteivat ne vaikuttaneet kdymistuloksiin. Molemmissa kuiva-aineluokissa kaikkien séi-
Iontékasittelyiden keskiméaardinen pH oli yli neljan. Kuiva-aineessa 1 klostrideilla késit-
teleméttoméssa MH-rehussa pH oli suurehko, 4,15, suhteessa kuiva-ainepitoisuuteen.
MH-rehussa oli toisaalta ammoniakkia vdhemman kuin muissa rehuissa. AmmoniakKki
yleensd nostaa pH:ta (McDonald ym. 1991), joten se ei t&ssd ollut syynd numeeriseen
pH-eroon MH-rehun ja muiden rehujen valilla. Kuiva-aineen 2 MH-rehuissa pH oli
suurempi kuin NaNi:lla késittelyissd. Toisaalta suurempi kuiva-ainepitoisuuden omaava
séilorehu ei vaadi yhta alhaista pH:ta kuin alhaisemman Kkuiva-ainepitoisuuden omaava

sailorehu.

Kungin ym. (2003) mukaan muurahaishappo laskee rehun pH:ta, vahentda maitohapon,
etikkahapon, voihapon ja ammoniumtypen méaarad, mutta samalla saattaa lisaté etanolin
maaréé verrattuna painorehuun. Muurahaishappo myo6s saastdd rehun sokereita, jos
kaymistuotteiden maara vahenee (Jaakkola ym. 2006). Muurahaishapon annostaso vai-
kuttaa erityisesti alhaisen kuiva-ainepitoisuuden rehussa selvésti kdymisen voimakkuu-
teen ja sitd kautta sokereiden, ja kdymistuotteiden maaraéan (Jaakkola ym. 2006). Tassa
kokeessa pH ei laskenut klostrideilld k&sittelemattoméssa MH-rehussa painorehun pH:ta
alemmas, mutta maitohapon, etikkahapon ja ammoniumtypen maard MH-rehuissa oli
pienempi kuin painorehuissa. Sokereiden maaré oli myds MH-rehussa painorehua suu-
rempi sekd kuiva-ainepitoisuudessa 1 ettd kuiva-ainepitoisuudessa 2. Etanolin maara
MH-rehussa oli NaNi-rehuun verrattuna numeerisesti suurempi vain kuiva-aine 1:sen
rehussa. Voihappoa sen sijaan oli vain muurahaishapolla séilotyssé rehussa kuiva-
ainepitoisuudessa 1. Etikkahappoa muodostui PR- ja NaNi- rehuihin todennékoisesti
heterofermentatiivisten maitohappobakteerien tai enterobakteerien tuottamana (McDo-
nald 1991).
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Etanolia tuottavat sdilérehuun enterobakteerit, hiivat, heterofermentatiiviset maitohap-
pobakteerit ja proteolyyttiset klostridit (Pahlow ym. 2003). Kaiserin ym. (2005) mukaan
pelkka matala pH ei riitd ehkdiseméaan alhaisen kuiva-ainepitoisuuden rehussa klostridi-
en kasvua, vaan tarvitaan suoraan klostridien kasvua inhiboiva tekijaé, kuten kuiva-
ainepitoisuuden nostoa tai nitraattia. MH-rehuissa klostridien maaré oli numeerisesti
suurin ja kasittelemattomassd MH-rehussa KAZ1-rehuissa klostrideja oli tilastollisesti
merkitsevasti enemman kuin NaNi-rehussa. Kuiva-ainepitoisuudessa 2 MH-rehujen
klostridien kasvua on todennékaisesti hillinnyt suurempi kuiva-ainepitoisuus, jota kautta

my0s sdilontaaineen annostaso on ollut sopivampi.

Voihappoa esiintyi vain kuiva-ainepitoisuudessa 1 muurahaishapolla sdilottaessa ja
maaréllisesti enemman siind MH-rehussa, johon ei ollut lisétty klostrideja. Mahdollises-
ti kuiva-ainepitoisuudessa 1 MH-rehussa pH:n lasku ei ollut riittava sailénnan alussa,
jolloin se esti maitohappobakteerien toiminnan, mutta ei laskenut pH:ta niin alas, ett4
Klostridien kasvu olisi estynyt. Luontainen nitraattipitoisuus ei ilmeisesti ollut riittava
MH-rehuissa, tai se ei ole hajonnut sdilonnassa nitriitiksi. PR- ja NaNi-rehuissa oli il-
meisesti ollut kaytettavissa riittdvasti sokeria ja niissa muodostui nopeasti paljon maito-
happoa, mik& laski pH:n alas, jolloin klostridien kasvu estyi ja voihappoa ei rehuun
muodostunut. Lahtokohtaisesti olosuhteet olivat klostrideille epasuotuisat, joten ititt
eivat muuttuneet vegetatiiviseen muotoon, joka olisi tuottanut voihappoa. NaNi-rehuissa
nitriitti todenndkdisesti myos esti suoranaisesti klostridien toiminnan yhdessa luontaisen
nitraatin kanssa. Raaka-aineen pienestd fermentaatiokertoimesta huolimatta voihappoa
ei muodostunut ollenkaan NaNi- tai PR-rehuihin. Konig ym. (2017 ja 2019) ovat tutki-
muksissaan paasseet siihen tulokseen, ettd natriumnitriitti estdd voihappokaymista pa-
remmin erityisesti pienen kuiva-ainepitoisuuden rehuissa verrattuna painorehuun tai

muurahaishapolla séildttyyn rehuun.

Muurahaishapolla sail6tyissa rehussa on joskus ollut suurempi pH ja enemmaén etikka-
happoa ja etanolia kuin biologisella sailotyssé sadilérehussa (Henderson 1982, Kung
2003). Taméa on todennakdisesti liittynyt muurahaishapon liian pieneen annostukseen,
koska aina ndin ei kdy. Muurahaishappoa annosteltiin mahdollisesti liian véhan KA1-
rehuun. Pieni annostus heikentdd maitohappobakteerien toimintaa, mutta ei vastaavasti
valttamatta mikro-organismeja, jotka tuottavat etikkahappoa ja etanolia (McDonald ym.

1991). Tassakin tutkimuksessa saattoi muurahaishapon annostelu olla liian pieni suh-
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teessa kuiva-ainepitoisuuteen ja puskurikapasiteettiin. Muurahaishappo oli kuitenkin
estanyt maitohappobakteerien toimintaa, mutta pH ei ehka ollut laskenut riittdvan nope-
asti niin alas, ettd Klostridien toiminta olisi suoranaisesti pysahtynyt. Tutkimuksessa
etikkahapon maéara oli pienin MH-rehuissa ja samaan tulokseen ovat paasseet Jaakkola
ym. (2006).

PR- ja NaNi-rehuissa oli melko paljon maitohappoa. Namé méaérat saattavat heikentéa
rehujen vapaaehtoista syontia (Huhtanen ym. 2008). Huhtasen ym. (2007) kaavalla las-
kettujen syonti-indeksien mukaan MH-rehu on syodnti-indeksipisteiltddn noin 17 pistetta
parempaa kuiva-ainepitoisuudessa 1 ja kuiva-ainepitoisuudessa 2 noin 14 pistettd pa-
rempaa kuin painorehu tai natriumnitriitilla sailétty. Piste-erot vastaavat karkeasti noin

1,7 kg ja 1,4 kg suurempaa MH-sdilérehun kuiva-aineen syontid muihin verrattuna.

Maitohappoa oli maaréllisesti runsaasti pienesta jadnnossokeripitoisuudesta huolimatta
PR- ja NaNi-rehuissa ja pH:t olivat hyvalla tasolla. Jos raaka-aineessa olisi ollut enem-
man sokeria, olisi PR- ja NaNi-rehut mahdollisesti kdyneet vield enemman. llman sai-
Iontaainetta sdilotyssa raaka-aineessa tulisi olla sokeria 25-30 g/kg, jotta voidaan var-
mistua sdilonnén onnistumisesta (Wilkinson ym. 1983, Pettersson 1988, ref. Jaakkola
2006). Maitohappoa oli suhteessa etikkahappoon kuitenkin runsaasti PR- ja NaNi-
rehuissa, joten kdayminen on ollut padasiassa toivottua maitohappokaymista. Méaaralli-

sesti NaNi-rehuissa kuiva-ainepitoisuudessa 2 oli enemman sokeria, kuin PR-rehuissa.

PR-rehuissa ammoniakkipitoisuus oli suurehko. Hitaasti laskeva pH lisaa riskié suureen
ammoniakkipitoisuuteen (McDonald 1991). Todennakdisesti NaNi- rehuissa nitriitti oli
estanyt sokereista kilpailevia haittamikrobeja, kuten klostrideja, toimimasta, jolloin mai-
tohappobakteerit olivat padsseet tehokkaammin toimimaan ja tuottamaan maitohappoa
nopeammin verrattuna painorehuun. MH-rehuissa muurahaishappo itsessaan laskee
pH:n nopeasti alas, jolloin valkuaista sadstyy. MH-rehuissa korjattu ammoniakkipitoi-
suus oli suurempi kuin NaNi-rehuissa. NaNi-rehuissa oli laskennallisesti oletettu, etta
kaikki lisatty typpi oli muuttunut ammoniakiksi, mutta jos néin ei olekaan todellisuu-

dessa kaynyt, voi tuo korjattu arvo olla suurempi kuin nyt esitetty.
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7 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittada natriumnitriitin soveltuvuutta puna-apilaséilorehun
sailontdan verrattuna muurahaishappoon tai painorehuun. Puna-apilan altistuminen voi-

happokaymiselle pyrittiin varmistamaan klostridikontaminaatiolla raaka-aineeseen.

Raaka-aine oli melko tyypillistd puna-apilasailorehua, siséltdéen 66 % puna-apilaa ja 31
% nurmiheinia kuiva-aineessa. Raakavalkuais- ja NDF-pitoisuudet vastasivat myos tyy-
pillistd puna-apilapitoista rehua. Fermentaatiokerroin, kuiva-ainepitoisuus ja sokeripi-
toisuus olivat alhaiset kuiva-aine 1 raaka-aineissa, mika teki sailonnéstd haastavan ja
kokeeseen sopivan. Puskurikapasiteetti oli molemmissa raaka-aineissa suuri. Kuiva-
ainepitoisuuden 2 raaka-aineen sailonta oli arvojen perusteella helpompaa, kuten oli
tarkoituskin. Klostrideja 16ytyi raaka-aineesta enemman kuin ennakolta oletettiin. Sen
vuoksi lisdtylla Kklostridikontaminaatiolla ei ollut merkitystd, eiké selvia eroja konta-

minoidun ja ei-kontaminoidun valille saatu.

Kuiva-ainepitoisuudessa 1 MH-rehuissa muurahaishapon annostelu oli mahdollisesti
lilan pieni suhteessa kuiva-ainepitoisuuteen. Siitd seurasi voihappokdymista ja enem-
man etanolia kuin natriumnitriitilla séilotyssa rehussa. Sailénnéan alussa pH ei todenna-
koisesti laskenut riittavan alas MH-rehussa verrattuna natriumnitriitilla séilottyyn re-
huun. Natriumnitriitilla séilottdessa etanolin mééra oli pieni ja voihappoa ei esiintynyt,
josta voidaan paatella natriumnitriitin hypoteesin mukaisesti estdneen klostridien kasvua
tehokkaammin kuin muurahaishappo. Myoskaan painorehusta ei I6ytynyt voihappoa,
mik& kertoo kohtalaisen hyvista séilontdolosuhteista. Kuiva-ainepitoisuudessa 2 raaka-
aineen luontainen nitraattipitoisuus oli todennakdisesti riittdva estamaéan voihappokay-

mistd kaikissa rehuissa. Aerobinen stabiilisuus oli kaikissa rehuissa hyva.

Tutkimuksen perusteella natriumnitriitti soveltuu séilérehun sailontéan ja laskee klostri-
dien aiheuttamaa voihappokaymisen riskid pienen kuiva-ainepitoisuuden séilérehussa
verrattuna muurahaishapolla sdiléttyyn rehuun. Siihen viittaavat myods muut tutkimuk-

set. Asia vaatinee kuitenkin vield lisatutkimusta.
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