Om kvalitetsbestemmelser af ensilage med
seerligt henblik pa tilstedeveerelse af smeorsyre.

Af J, Find Poulsen.

Ved alle ensileringsforseg, der udfsres af statens eller land-
brugsorganisationernes forsggsvirksomhed, bliver den fremstil-
lede ensilages kvalitet bedemt ved de af Statsforsegenes Ensilage-
udvalg (1) i 1952 — indtil videre — godkendte og bl.a. i 484.
beretning fra Statens Forsegsvirksomhed i Plantekultur omtalte
kvalitetsbestemmelser.

Da disse bestemmelser, der omfatter 4 kvalitetstal, er for-
holdsvis let gennemforlige, var de ogsa teenkt anvendt i stor ud-
streekning pa den i praksis fremstillede ensilage. Skal man her
opna et virkeligt fremskridt i retning af bedre ensilage, ma det
anses for pakreevet, at savel det vejledende arbejde som de af den
enkelte landmand indhgstede erfaringer pa ensileringens omréade
bliver underbygget gennem en objektiv og rationel kvalitets-
bestemmelse.

Ved en kvalitetshedemmelse f4r man oplysninger om arten
af de omdannelser (geringer og forradnelse) der er foregiet i
ensilagen.

Kvalitetstallenes bensevnelse og den betydning, man har
tillagt dem, er folgende:

Reaktionstal (Rt): Undersogelser og praktiske erfaringer har
vist ret neje sammenhoseng mellem Rt og ensilagens kva-
litet. Nar Rt hurtigt bringes ned til 3,8—3,5, kan man
regne med, at ensilagen er af god kvalitet, og Rt alene er
da et tilstreekkeligt mal for kvaliteten. Da det i praksis —
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iseer nar der ikke anvendes A.L.V.-syre — er svaert at
bedomme, hvor hurtigt Rt-szenkningen er sket, vil det veere
af betydning, om Rt-bestemmelsen kan suppleres med en
bestemmelse af At, Fst og St. '

Ammoniaktal (At) angiver ammoniakkveaelstof i pet. af total-
kveelstof og er et mal for omfanget af proteinnedbryd-
ningen. Jo hgjere At, desto sterre har nedbrydningen
veeret, og da proteinnedbrydningen enskes begrsenset mest
muligt, bor At veere lavt. Efter hidtidige erfaringer bor At
ikke vaere over 7, nar ensilagen skal befegnes som god.

Flygtigsyretal (Fst) er et mal for den totale maengde af flygtige
syrer (f.eks. eddike- og smegrsyre, men ikke maelkesyre).
Heajt tal for flygtige syrer tyder pa et stort gaeringstab, men
det er ikke sd meget meengden af flygtige syrer som disses
art, der er afgerende for ensilagens kvalitet, og smorsyre-
 tallet méa derfor altid tages i betraglning. Efter hidtidige
erfaringer bor Fst ikke vaere over ca. 20, hvis ensilagen

skal betegnes som god.

Smersyretallet (St) er udtryk for, hvor stor en del af de flysgtige
syrer, der udgeres af smorsyre og lignende uenskede syrer.
God ensilage indeholder praktisk taget ikke smersyre og
har derfor St 0. Er St vasentlig over 5, er ensilagen util-
fredsstillende. I darlig ensilage kan St stige til 25—30.

Da der til ensilage her i landet anvendes forskellige afgrader,
der hver iser kan veere af forskellig beskaffenhed, og man des-
uden ved ensileringen anvender forskellige fremgangsmader,
giver reaktionstallet alene kun i de fmerreste tilfaelde forngden
oplysning om kvaliteten. Fgrst niar man ser det i sammenhaeng
med de 3 andre kvalitetstal — At, Fst og St — far man et godt
udtryk for, i hvor hej grad det ved ensileringen er lykkedes at
undga dannelsen af stoffer og organismer (smersyre, smarsyre-
bakterier og sporer af smarsyrebakterier), som erfaringsmaessigt
— ved opfodring af ensilage til malkekger — har en skadelig
indflydelse p4 malken og de heraf fremstillede mejeriprodukter.

Det er nsevnt, at de 4 kvalitetsbestemmelser er forholdsvis
let gennemferlige. Analysearbejdet er dog forbundet med visse
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udgifter, men udgiften til en kvalitetsbestemmelse er dog sa lille,
at den ikke ber afholde den enkeite landmand fra at fa sin ensi-
lage kvalitetsbestemt. Udgiften pr. foderenhed er ganske minimal.

Det er derimod nappe sandsynligt, at der til det almindelige
vejledningsarbejde pa ensileringens omride kan skaffes de for-
ngdne midler, safremt den analysekontrol, der hidtil har ind-
skrezenket sig til en reaktionstalshestemmelse og en skensmessig
vurdering af ensilagekvaliteten, skulle suppleres med de evrige
3 kvalitetstal. Det har jo her drejet sig om mange tusinde ensi-
lageprover arligt.

Her opstar da spergsmalet, om en kvalitetshestemmelse i
tilknytning til vejledningsarbejdet kan blive mere fyldestgerende
end hidtil uden derved at blive uoverkommelig i arbejdsmeessig
og skonomisk henseende.

Ved overvejelsen af dette spergsmal er man kommet tilbage
til den papirkromatiske pavisning af flygtige syrer, specielt smar-
syren, i ensilager, idet man j henhold til A. I. Virtanen (3)
har kunnet simplificere den i 484. beretning (2) omtalte metode
ganske betydeligt.

Som det ses af den anferte betydning af kvalitetstallene Fst
og St, er det navnlig smersyren, der afgiver et vaegtigt kriterium
for ensilagekvaliteten. En pavisning af om den er tilstede j ensi-
lage, og i givet fald om den er tilstede i sterre eller mindre
mzengde, vil derfor i en meget vasentlig grad forege vaerdien af
kontrollen med den i praksis fremstillede ensilage.

Den i det folgende beskrevne fremgangsmade tager kun
sigte pa en pavisning af smersyre og en bestemmelse af reaktions-
tallet i ensilageprover. I tilslutning hertil omtales de opnaede
resultater samt udgifterne pr. ensilagepreve til papir og kemi-
kalier.

I. Pavisning af smersyre i ensilage ved papirkromatografi.

Der presses saft ud af ensilageproven til direkte afsatning
pa papiret. Kromatogrammet dannes derefter opstigende i en
lukket beholder og i en atmosfaere med vand, butylalkohol og
etylamin. Som fremkalderveedske benyttes en alkoholisk oplas-
ning af bromkrezolgront.
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Ca Apparatur.

© 1. Beholder af glas 30><30><40 em (fig. 1}1) U
2. Glaceret lerkrukke diam. 27 og 23, hﬁ]de 32,56 cm (flg 2)
3. Skruepresser af fa;ance (fig 3)

4. Stativ med centnfugeglas, pyrex, ca. 2 5 mL (flg 4)
- 5. Forsteversprajte {fig. 5)- ‘

6. Kapillarpipette 10 4 L

7. Nylonpose

8. Papir 29x60 ¢ — 2043 B.

9. Beholder med komprimeret luft
‘10, Stativ til formnmg af paplrcylmderen (fig. 6)

; b. Kemikalier.

" 1. Butylalkohol, normal, ren vare (meties med vand)

2. Etylamin. 33 pct. holdig

3. Bromkrezolgrent, 1 pet. oplosning i 96 pet. alkohol.

Ensilagepraeven tages i arbejde, som den er modtaget, idet
man efter en omhyggelig blanding bringer en passende portion
‘over i en nylonpose af lignende arl, som de nylon-kaffeposer,
der f4s i handelen. Ved disse undersegelser har vi benyttet sidst-
ngevnte poser. Posen snares og anbringes i en skruepresse. Ved
en forsigtig presning fir man som regel tilstreekkelig saft bade
til en pH-maling, der forudsettes bekendt, og til kromatografi.
Man kan eventuelt udpresse saft fra mere end een portion af
samme ensilage. Ved denne udpresning gennem nylon bliver
saften af roetop-, klever- og lucerneensilage af en sddan beskaf-
fenhed, at den wuden vanskelighed kan opsuges med kapillar-
‘pipetten til afssetning pi papiret. Pressesafien fra ensilage af
roeaffald har man derimod i nogle tilfaelde méttet filtrere nogle
gange gennem en anden nylonpose. k

‘Nylonposerne er nemme at rengore og torrer hurtigt. Det
“vil dog veere praktisk at have s mange poser, som svarer til det
antal ensilageprover, der kan tages i arbejde i lebet af en for-
middag.

1) Alle fotografier er optaget af Landbrugets Informationskentor, som
vi herved bringer vor bedste tak.
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Fig. 2.

Pressesaften til kromatografi heeldes over i et nummereret
centrifugeglas, der bekvemt kan anbringes i et stativ. I stativet
anbringes ligeledes 2 glas med henholdsvis 0,2 o8 0,4 pct ren
sSmersyre.

Parallelt med paplrets leengste side og 5 em fra den nederste
kant trzekkes en blyantslinie, hvorpa der kan afssettes 18 punkter
med 3 c¢m’ mellemrum. Det forste punkt i 4,5 cm’ afstand fra
ydersiden. Punkterne nummereres i overensstemmelse med ensi-
lagepraverne og de 2 sammenligningsvaedsker.

Af hver preve, f. eks. fra 16 ensilageprover og 2 sammenlig-
ningsprever, afsettes i hurlig reekkefolge 10 4 —1/100 ml —

pa den inddelte blyantslinie pa papiret, og umiddelbart efter denne







Fig. 5.
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temperatur i ca. 18 timer eller fra om eftermiddagen til naeste
dags formiddag.

Nar papircylinderen tages op, foldes den ud, og paplret
hzenges til terring ved stuetemperatur i ren luft. Det kan bekvemt
fastholdes med 2 tojklemmer pa et stativ. Efter mindst 2 timers
torring pasprejtes fremkalderveedsken i stevform ved hj=lp af
forstaversprojten, der smttes i forbindelse med beholderen med
komprimeret luft. Der bruges af fremkalderveedsken 30—40 ml
til hvert papir.

Bedemmelsen af ensilageproverne med hensyn til smersyre
(eventuelt .andre syrer) finder sted straks eller senest 1 time
efter sprejining af papiret. Senere hen afbleges pletterne i nogen
grad.

Det vil formentlig til det her omtalte formal vacre tilstreekke-
ligt at inddele ensilagerne i 3 klasser, nemlig ingen, indtil 0,2 pct.
og over 0,2 pct. smorsyre, ved en umiddelbar sammenligning af
en eventuel plet for smersyre af ensilageprgven med pletterne af
henholdsvis 0,2 og 0,4 pct. ren smarsyre pid kromatogrammet.

II. Resultater.

Som det er naevnt, er den beskrevne metode tillempet og
gennemprevet i Finland, hvor den benyttes til en hurtig pavis-
ning og vurdering af ensilagers indhold eller ikke indhold af
smorsyre. Noget storre materiale vedrerende metodens anven-
delighed skal derfor ikke forelaegges ved denne lejlighed, hvor det
maé veere tilstraekkeligt at henvise til illustrationen af et kroma-
togram, figur 7, der er udfert i tilslutning til de almindelige
kvalitetsbestemmelser af de i den fglgende oversigt anforte ensi-
lager. PA kromatogrammet blev endvidere afsat veedsker af rene
oplesninger — hvis koncentrationer fremgar af oversigten — af
smersyre, eddikesyre og maelkesyre.

Ingen, lidt eller megen smersyre i henhold til den kromato-
grafiske pavisning findes angivet ved 0, 1 plus og 2 plus.

De forskellige ensilager er i oversigten ordnet efter afta-
gende St-veerdier. Ved en betragtning af disse veerdier ma det
erindres, at St (smersyretallet) er udtryk for smersyre og lig-
nende uenskede syrer f. eks. valerianesyre i ensilagen, men ikke
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Nr. Kvalitetsbestemmmelser
i 4 kro- i s s SIN@TSyTe,
jmln-- pmato- Ensilagens og de rene syrers art almindelige kromatografisk
nal | gram Rt | St | Fst | At 0 + |+
107 1 majsensilage deekket med roeaffald! 4,55 16 75 15 =+
4 2 roeaffald 3,70 6 55 9 +
948 3 roetop 4,60 4 44 12 +
611 4 lucerne 3,72 2 51 6 +
109 5 roetop 3,44 0 14 6 0
963 6 roetop 4,10 0 21 13 0
— 7 0,5 pct.s ren smersyre — —_ —_ . +
— 8 0,4 » » » — —_ — — +
—_— 9 0,3 » » » —_ — — —_— +
— 10 0,2 » » » — —_ — —_ +
— 11 0,1 » » » —_— — — — +
62 » » » !
— | 12 { 0,4 » » eddikesyre - T +
-— 13 1,5, » » mealkesyre — — — | — — — -
I

et absolut udiryk for mzengden af smersyre. Der henvises i gv-
rigt til, hvad der foran er anfert om kvalitetstallenes betydning.

Pa kromatogrammet, figur 7, er af den udpressede ensilage-
saft af de respektive ensilager — pa figuren mrkt. 1—6 — afsat
0,01 ml.

Samme mangde, 0,01 ml, er afsat af rene oplesninger af
smorsyre med koncentrationerne 0,5—0,1 pect. Disse er mrkt.
7—11.

Nr. 12 pa kromatogrammet svarer til 0,01 ml af en blanding
af 0,2 pct. smorsyre og 0,4 pct. eddikesyre, og nr. 13 til 0,01 ml
af en 1,5 pct.s ren maelkesyre. Nr. 12 og 13 er afsat for at vise, at
mealkesyre og eddikesyre »vandrer« omtrent lige langt pa papiret.
Af kromatogrammet far man siledes ikke noget palideligt billede
af henholdsvis eddike- og mazlkesyre i ensilagen, idet de delvis
daxkker hinanden.

Man far derimod sikre udtryk for propionsyre, smersyre,
valerianesyre og kapronsyre, for s vidt disse syrer er tilstede
i ensilagen. Beliggenheden af disse syrer pi papiret i forhold til
blyantslinien eller afsatningspunkterne fremgar af kromato-
grammet, figur 7.

De bla pletter pa blyantslinien, hvor der er afsat ensilage-
saft, hidrerer fra stoffer i ensilagen, som ikke »vandrer« med den
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Fig. 7. Kromatografisk pavisning af flygtige syrer i ensilager.
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benyttede udvikleroplesning, og er i denne forbindelse uden
interesse.

Der kan i evrigt udledes folgende af kromatogrammet:

Nr. 1, ensilage 107, indeholder en del propionsyre og megen
smorsyre, ligesom der er en tydelig markering pa papiret for
indhold af valerianesyre og kapronsyre.

Nr. 2, ensilage 4, propionsyre og smersyre.

Nr. 3, ensilage 948, indeholder smersyre. Der er en antyd-
ning pé papiret for et ringe indhold af propionsyre.

" Nr. 4, ensilage 611, propionsyre og smgrsyre.

Nr. 5 og ar. 6, ensilagerne 109 og 963, indeholder hverken
propionsyre eller smersyre.

Ensilagerne findes betegnet i oversigtstabellen i henhold til
smarsyrepavisningen og den foran omtalte inddeling.

Ser man pé, hvor lidt smersyre i ensilager der kan pavises
ad kromatografisk vej, vil det fremga af nr. 11 pa kromato-
grammet, at der er en tydelig markering for smersyre ved afsst-

ning af 0,01 ml af den 0,1 pct.s oplesning af ren smorsyre. Den
afsatte smersyre pa papiret svarer i vaegt i dette tilfeelde til 10 u g
(1000 4, g = 1 mg).

Ved afsztning pi papiret af 0,01 ml af pressesaften fra en
ensilage med 0,1 pct. smorsyre, vil man tilnsermelsesvis afsette
samme vegtmaengde af smersyre som fra den 0,1 pet.s smarsyre-
oplesning. Markeringen pi papiret vil i begge tilfzelde ret naje
stemme overens.

Den beskrevne fremgangsméade til pavisning af smersyre i
ensilager tagér, som det er nsevnt, sigte pa en hurtig, sikker og
let adskillelse af ensilagerne i 3 grupper, nemlig ensilager med
ingen eller praktisk taget ingen smgrsyre, ensilager med lidt
smersyre og ensilager med meget smorsyre. Denne klassificering
kan geres ved hj®lp af een sammenligningsvaedske f. eks. 0,2 pct.
ren smorsyre, afsat pA samme kromatogram som pressesaften fra
ensilagerne. Det ma dog tilrades at benytte ogs4 en 0,4 pct.s smor-
syreoplgsning til sammenligning.

Der er her set bort fra udmaling af pletarealet til en ner-
mere bestemmelse af smersyreindholdet i ensilagerne. En ngj-
agtig udmaling af arealet er forbunden med visse vanskeligheder.
Det er forevrigt ikke alene pletternes areal men ogsi farve-

9




130

intensiteten, der er afgerende for maengden af den paviste smer-
syre. Stigende smorsyremangde, afsat pA papiret, markeres i
hejere grad ved farven end ved en foregelse af plettens areal.
Man far da ogsa det bedste udtryk for indhold af smersyre i
ensilagerne, nar de sammenlignes med standardvaedsker, hvis
koncentration ikke er hejere end 0,5 pct. smorsyre. Forekommer
ensilager med mere end 0,5 pct. smorsyre, kan den udpressede
saft, om fornedent, fortyndes med rent destilleret vand i for-
holdet 1:1 eller 1:2.

Miettinen og Virtanen (3) gor opmarksom pa, at
der i den ra pressesaft fra ensilage med smersyre kan vaere visse
forbindelser, som intensiverer farven af den pa kromatogrammet
fremkomne plet for smersyre. Man far i si fald en for hej vur-
dering af smersyreindholdet. Dette forhold synes dog ret under-
ordnet og er i hvert fald uden betydning for den bedsmmelse af
ensilagekvaliteten, som her er tilsigtet.

I11. Udgiiter til papir og kemikalier.
) (ansléet pr. ensilageprove)

Der kan péd et papir, 2043 B, 29X 60 c¢m, afssettes pressesaft
af 16 ensilageprgver samt 2 sammenligningsvedsker, 0,2 og
0,4 pct. ren smoersyre. For udvikling af et shdant kromatogram
bliver udgiften til:

Papir, 29X60 ecm ..................... ca. 40 ore
Butylalkohol, 125 ml ............... » 90 »
Atylamin, 5ml ... > 35 »
Bromkrezolgrent, 0,4 g . ............ » 200 »
Alkohol, 96 pet. 100 ml............... > 35 »

ialt ca. 400 ore

hvad der fordelt pi 16 ensilageprever 400: 16 = ca. 25 gre pr.
prove. Hertil kommer selviglgelig arbejdslen.

I den glacerede lerkrukke, anfert under a:2, side 121, kan der
veere et papir pa 29X 46 em, hvorpd der kan afssettes pressesaft
fra 11 ensilageprover samt 2 sammenligningsvaedsker, hvad der
med de tilsvarende udgifter, som foran neevnt, giver ca. 37 ere

Pr. prove.
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Der er her regnet med priser, der geelder for indkeb af 500
stk. papir, en ballon butylalkohol a 45 kg, setylamin og brom-
krezolgrent mindst 1 kg. Den anferte udgift til 96 pet.s alkohol
er beregnet af prisen pr. L

Det er indlysende efter dette overslag over udgifter til papir
og kemikalier, at det vil veere gkonomisk fordelagtigt at kunne
udnytte et papir pa 29X 60 cm fuldt ud.

Foreligger der imidlertid ikke 16 ensilager til undersoegelse
pa samme dag, men forst i lobet af 3—4 dage, kan undersagelsen
efter vore erfaringer udfores pa felgende made: Sa snart ensilage-
proven er modtaget, udpresses den fornedne saftmsengde til kro-
matografi og reaktionstalsbestemmelsen., Denne udfpres straks,
medens de ca. 2 ml saft til kromatografi heldes pa centrifuge-
glasset, der anbringes tilproppet i stativet og henszettes i et kole-
rum ved en temperatur mellem 0 og 2° C. Behandlet pi denne
maéade har pressesaft fra ensilager, kromatograferet den forste dag
og senere den tredie eller fjerde dag tilsyneladende givet samme
markering pa papiret.
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