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Wykaz skrotéw stosowanych w rozprawie
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Streszczenie

Wplyw dodatkow o roznych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakcji

bialkowych, mikrobiom Kkiszonek oraz rozkladalnos¢ zwaczowa bialka lucerny

Celem glownym pracy byla ocena skutecznosci dodatkbw 0 roznych
mechanizmach hamowania proteolizy poprzez analiz¢ skladu frakcji biatkowych,
rozktadalnosci zwaczowe] in vitro biatka oraz mikrobiomu kiszonek z lucerny.
Dodatkowymi celami bylo okreslenie optymalnego poziomu dodatkdéw, ocena
mozliwo$ci wykorzystania tuski bobiku jako dodatku kiszonkarskiego oraz okreslenie
skuteczno$ci dziatania suchego lodu w zalezno$ci od stopnia przewiednigcia lucerny
przed zakiszeniem.

Powyzsze cele zostaty zrealizowane w trzech zadaniach badawczych. Lucerng
zakiszano w rdznych proporcjach z komonicg zwyczajng (zadanie badawcze I), z réznym
dodatkiem tuski bobikowej (zadanie badawcze II) oraz z r6znym dodatkiem suchego lodu
przy trzech stopniach przewigdnigcia surowca (zadanie badawcze I1I).

Na podstawie uzyskanych rezultatow nalezy stwierdzi¢, ze najefektywniejszym
dodatkiem w ograniczeniu proteolizy =zakiszanej lucerny bylo wspotzakiszanie
z komonica zwyczajng w proporcjach 50:50, jak i rowniez zastosowanie dodatku suchego
lodu na poziomie 1 g i/lub 2 g do przewiednigtej lucerny. Dodatek *tuski bobiku okazat
si¢ skuteczny w hamowaniu proteolizy, ale dopiero na poziomie 18,0% i 24,0%, co
obnizylo warto§¢ paszowa kiszonek i zwigkszyto udzial niestrawnej frakcji biatka
ogodlnego. Najnizszg rozktadalnoscig biatka ogodlnego in vitro charakteryzowaty sig

kiszonki lucerny z komonicg zwyczajna.

Stowa Kkluczowe: lucerna, proteoliza, frakcje biatkowe, rozktadalnos¢ in vitro,

mikrobiom kiszonki



Summary

The effect of additives with different proteolysis inhibition mechanisms on the
composition of protein fractions, silage microbiome and rumen degradability of
alfalfa protein

The main objectives of this study were to evaluate the effectiveness of additives
with different mechanisms of proteolysis inhibition by analyzing the composition
of protein fractions, in vitro rumen degradability of protein and the microbiome of alfalfa
silage. Additional objectives were to determine the optimum level of additives,
to evaluate the feasibility of using faba bean husk as a silage additive, and to determine
the effectiveness of dry ice depending on the degree of alfalfa wilting before ensiling

The above objectives were achieved in three research tasks. Alfalfa was ensiled
in different proportions with bird's-foot trefoil (research task I), faba bean husk (research
task I1) and dry ice at three degrees of wilting of the plant material (research task I11).

Based on the results, it should be concluded that the most effective addition
in reducing proteolysis of ensiled alfalfa was the co-silage with bird's-foot trefoil in
a 50:50 ratio, as well as the application of dry ice addition at the level of 1 g and/or 2 g
to the wilted alfalfa. The addition of faba bean husk proved effective in inhibiting
proteolysis, but only at levels of 18.0% and 24.0%, which lowered the silage value and
increased the proportion of the indigestible fraction of crude protein. Alfalfa silage with

bird's-foot trefoil had the lowest in vitro degradability of protein.

Key words: alfalfa, proteolysis, protein fractions, in vitro degradability, silage

microbiome



1. Wstep

Sektor produkcji zwierzecej przezuwaczy stoi obecnie w obliczu wielu globalnych
wyzwan, takich jak zanieczyszczanie S$rodowiska, zmiany populacji ludzkiej czy
bezpieczenstwo zywnosciowe. Towarzyszy temu wzrost konkurencji sektoréw produkcji
zwierzecej 1 zywnosci o grunty orne, wykorzystywane w celach paszowych oraz
zywnosciowych. Dotychczasowe zmiany klimatyczne regionéw geograficznych,
w ktorych rolnictwo jest silnie uwarunkowane poziomem opadoéw, przyczynity si¢ do
wzmozenia globalnego niepokoju o dostepno$¢ wystarczajacej ilosci nie tylko produktow
zywnosciowych dla ludzi, ale takze pasz dla zwierzat (Khanal, Mishra, 2017; Wheeler,
Von Braun, 2013).

Posrod argumentow dotyczacych ograniczenia populacji przezuwaczy wskazuje si¢
na nadmierng emisj¢ metanu i1 azotu do $rodowiska, a takze wynikajacy z tego niski
stopien wykorzystania energii oraz azotu skarmianych pasz (Jayet, Isbasoiu, de Cara,
2020; Ripple i in., 2014). Z drugiej strony zwierzeta te wyrdznia zdolnos¢ konwersji na
produkty zwierzgce, pasz nie nadajacych si¢ do spozycia przez ludzi (Mottet i in., 2017)
oraz efektywne wykorzystanie roslin alternatywnych (R606s 1 in., 2017) oraz gruntéw
nieodpowiednich do uprawy roslin spozywczych (Moorby, Fraser, 2021). Wtasciwa
suplementacja dawek wraz z wysoka jakoscig pasz objetosciowych zasobnych
w wartosciowe biatko moze ograniczy¢ emisjg, zwigkszajac strawno$¢ 1 efektywnosc
wykorzystania sktadnikow pokarmowych diet przezuwaczy (Herrero 1 in., 2016; Knapp,
Laur, Vadas, Weiss, Tricarico, 2014).

Wyzwaniem jest maksymalizacja efektywnosci wykorzystania sktadnikow
pokarmowych pasz objetosciowych w dawkach dla przezuwaczy, przede wszystkim
biatka, co pozwoli na wyzsza konwersj¢ 1 ograniczenie zwigzanego z tym $ladu
srodowiskowego (Moorby, Fraser, 2021). Produkcja zywnosci w oparciu o przezuwacze
ma wigc duzy potencjal do poprawy efektywnosci przy racjonalnym zastosowaniu
wysokiej jakosci pasz biatkowych. Spowoduje to wzrost znaczenia roslin bobowatych
grubo- i drobnonasiennych, bogatych w wartoSciowe biatko (Halmemies-Beauchet-
Filleau i in., 2018; Kulkarni i in., 2018). Rosliny te w wigkszym stopniu moga spetnia¢
role alternatywy dla drogiego, importowanego biatka pasz tresciwych (Moorby, Fraser,
2021). Ponadto posiadajg biologiczng zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego,

dzigki czemu umozliwiajg zmniejszenie nawozenia mineralnego, pozytywnie wptywajac



na stan srodowiska naturalnego i zmniejszenia $ladu weglowego produkcji zwierzecej
(Watson i in., 2017).

Posrod roslin bobowatych drobnonasiennych najczesciej i najchetniej uprawiang na
$wiecie jest lucerna siewna (Medicago sativa L.). Jej uprawa daje mozliwo$¢ uzyskania
wysokiego plonu biatka ogdlnego, wynoszacego od 2 do 3 Mg-hal, ktory przewyzsza
trzykrotnie plon biatka soi oraz czterokrotnie plon biatka pszenicy (Rafinska,
Pomastowski, Wrona, Gorecki, Buszewski, 2017). Jest rosling wieloletnia, odporng na
susze, nie wymagajacg intensywnego nawozenia, ponadto pozostawia po sobie bardzo
dobre stanowisko, co przyczynia si¢ do jej ciaglego wzrostu udzialu w $wiatowym
bilansie upraw (Kulkarni i in., 2018). W ostatnich latach w rejonach Polski o niskiej
sredniej opadow, lucerna zaczela wypiera¢ z dawek pokarmowych przezuwaczy trawy,
stajac si¢ jednym z podstawowych sktadnikéw diet wysokowydajnych zwierzat, obok
kiszonki z kukurydzy (Purwin i in., 2020).

Jednakze lucerna jest rosling o niskiej przydatnosci do zakiszania, co wynika ze
stosunkowo niewielkiej zawartosci cukrow rozpuszczalnych w wodzie, wysokiej
pojemnosci buforowej, a takze wysokiej zawartos$¢ biatka ogdlnego (Besharati i in., 2022;
Lin i in., 2023). Straty podczas zakiszania lucerny dotycza zmiany postaci biatka
wlasciwego w formy o wyzszej rozpuszczalnosci lub silnie zdegradowane, skutkujac
obnizeniem wydajnos$ci syntezy biatka bakteryjnego w Zwaczu. Procesom tym
towarzysza zmiany sktadu aminokwasowego i1 powstawanie kompleksow biatkowo-
weglowodanowych, czego efektem jest wzrost udziatu frakcji biatka nierozpuszczalnego
w kwasnym detergencie, ktore nie jest trawione w przewodzie pokarmowym zwierzat
(Fijatkowska, Pysera, Lipinski, Strusinska, 2015; Tao, Sun, Li, Xu, Cai, 2019; Yuan,
Wen, Desta, Dong, Shao, 2016). Konsekwencja jest nieefektywne wykorzystanie azotu
ogolnego paszy i konieczno$¢ suplementowania dawek pokarmowych bialtkiem pasz
treSciwych (Huhtanen, Nousiainen, Rinne, Kytold, Khalili, 2008). Obnizenie wartosci
paszowej biatka podczas zakiszania jest obecne takze u innych roslin paszowych, jednak
intensywno$¢ przemian jest znacznie nizsza w poroéwnaniu z lucerng (Fijatkowska i in.,
2015).

Dotychczas literatura nie podaje zadowalajacych, spojnych i1 wykonalnych
sposobow hamowania proteolizy podczas zakiszania lucerny. Przedstawione rozwigzania
czesto sg trudne do wdrozenia w aspekcie ekonomicznym i naktadéw pracy w warunkach
gospodarczych (Guo, Cheng, Yang, Zhou, 2011; Ke i in., 2022). Znaczacym wyzwaniem

jest znalezienie mozliwosci maksymalizacji efektywnosci wykorzystania potencjatu
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paszowego lucerny jako kiszonki, ktorej znaczenie w zZywieniu przezuwaczy niezmiennie
ro$nie (Tedeschi, Muir, Riley, Fox, 2015). Pozwoli to na obnizenie kosztow zywienia
przezuwaczy oraz ograniczy uzaleznienie od pasz importowanych pochodzacych cze¢sto
z upraw niezrownowazonych (Liischer, Mueller-Harvey, Soussana, Rees, Peyraud,
2014).
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2. Przeglad piSmiennictwa
2.1. Znaczenie gospodarcze lucerny

Lucerna siewna obok lucerny mieszancowej (Medicago media Pers.) i koniczyn
(Trifolium L.) jest jedna z najchetniej uprawianych roslin bobowatych drobnonasiennych
na $wiecie z rodziny Fabaceae. Wywodzi si¢ z potudniowo-zachodniej Azji, obszaru
Persji, terenu dzisiejszego Iranu (Bhattarai, Biswas, Fu, Biligetu, 2020; Bouton, 2012).
Gatunek byt uprawiany juz od czaséw starozytnych, a wysoka zdolno$¢ adaptacyjna do
zmiennych warunkéw $rodowiskowych sprawila, ze lucerna stata si¢ rosling
ekspansywna, ktora objela swoim zasiggiem réznorodne regiony $wiata, w tym wiele
terenéw europejskich (Blume, Hoischen-Taubner, Sundrum, 2021; Li i in., 2023). Dzi¢ki
szerokiemu zakresowi tolerancji uprawa lucerny jako rosliny jadalnej i paszowej zajeta
tereny od bardzo zimnych poéinocnych réwnin po wysokogorskie doliny, od
najzasobniejszych regionéw rolniczych klimatu umiarkowanego, poprzez klimat
srédziemnomorski do terenow ubogich w sktadniki pokarmowe (Bora, Sharma, 2011a).
W klimacie o tagodnych zimach moze by¢ uprawiana przez 3 — 4 lata, a w przypadku
mroznych zim uprawa moze trwaé nawet przez okres 6 — 9 lat (FAO, 2017). Globalny
areal uprawy szacuje si¢ na okoto 30 min ha (Bhattarai 1 in., 2020). Zgodnie
z doniesieniami lucerna zajmuje czwarte miejsce na swiecie pod wzgledem powierzchni
1 warto$ci ekonomicznej wsrod roslin uprawnych, tuz po kukurydzy, soi i pszenicy
(Samac, Jung, Lamb, 2016).

W Polsce lucerng mozna uprawia¢ na glebach zaliczanych do kompleksu
pszennego bardzo dobrego, dobrego oraz wadliwego, a takze zytniego bardzo dobrego
1 dobrego. Wymaga gleb brunatnych, ptowych na podtozu wapiennym, mad $rednich lub
redzin czarnoziemnych i brunatnych. Optymalny zakres kwasowosci gleby wynosi od 6,5
do 7,2. Niewlasciwe dla lucerny beda gleby kwasne 1 o wysokim poziomie wod
gruntowych. Korzenie lucerny wymagajg strukturalnej i przewiewnej gleby, co ma na
celu stworzenie korzystnych warunkéw do rozwoju bakterii brodawkowych. Ponadto
ro$lina posiada niskie wymagania wzgledem nawozenia azotem. Natomiast stosowanie
nawozu fosforowego jest niezbedne, gdyz pierwiastek ten uczestniczy w przemianach
energetycznych i wpltywa na jakos$¢ paszy. Usredniona dawka roczna P>Os w uprawie
lucerny w klimacie umiarkowanym powinna wynosi¢ od 40 do 80 kg-ha™, zaleznie od
zasobnosci gleb. W nawozeniu lucerny nalezy zastosowa¢ K20, $rednia dawka powinna

wynosi¢ od 80 do 120 kg-ha™ rocznie (Cwintal, Wilczek, 2008). Plantacja lucerny $rednio
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moze by¢ uzytkowana przez okres 4 — 5 lat, gdzie kazdego roku plon mozna zebra¢ dwu,
trzy- lub czterokrotnie w zalezno$ci od regionu geograficznego. Znaczenie ekonomiczne
opiera si¢ o wysoki potencjat produkcyjny biomasy, wynoszacy $érednio do 80 t-ha™
$wiezej masy i blisko 20 t-ha suchej masy. Prace zwigzane ze zbiorem moga zostaé
w petni zmechanizowane, bez konieczno$ci stosowania specjalistycznych maszyn (Nesic,
Tomi¢, Zujovié, Krnjaja, 2005; Radovié, Lugié, Ignjatovi¢, Deli¢, 2004).

Jakos¢ 1 1lo$¢ zebranego plonu, odporno$¢ na wyleganie i wezesnowiosenny wigor,
uwazane sg za najwazniejsze cechy agronomiczne lucerny (McCord i in., 2014).
W skutek biologicznej zdolnosci do symbiozy z bakteriami brodawkowymi, posiada
zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego w ilosci nawet do 350 kg azotu-ha™* (Carlsson,
Huss-Danell, 2003), jest to znacznie wigcej niz jest w stanie wprowadzi¢ do gleby uprawa
soi ($rednio 79 kg azotu-ha) (Salvagiotti i in., 2008). Cecha ta jest wykorzystywana
W uprawie z innymi roslinami paszowymi, w tym z trawami, w skutek czego nastepuje
znaczacy transfer azotu do gatunkow innych niz bobowate (Rasmussen, Seegaard,
Pirhofer-Walzl, Eriksen, 2012). Uprawa w monokulturze maksymalizuje produkcje
biatka paszowego z jednostki powierzchni (Huyghe, 2003). Lucerna zwigksza zasobno$¢
gleby w materi¢ organiczna, poprawiajac jej wlasciwosci 1 zyznos¢ (Bhattarai 1 in., 2020).
Roslina ta wymaga znacznie mniejszych naktadéw stosowania srodkow ochrony roslin
w poréwnaniu do pozostatych upraw paszowych, ponadto chroni glebg¢ przed erozja.
Dodatkowym atutem jest bardzo dobrze rozwinigty palowy system korzeniowy,
o dhugosci powyzej 6 m, co umozliwia pobieranie wody 1 sktadnikow pokarmowych
z glebszych warstw gleby (Bora, Sharma, 2011a). Odpornos¢ na czgste koszenie 1 szybkie
tempo odrostu lucerny zapewnia efektywniejsze wykorzystanie wody 1 sktadnikow
pokarmowych, zwlaszcza w okresach suszy (Porqueddu, Maltoni, Mclvor, 2005).

Lucerna jest wazng globalng ro$ling uprawng o réznokierunkowym zastosowaniu,
z przeznaczeniem na pasze¢, zywno$¢ (Bora, Sharma, 2011a), jako surowiec do produkcji
biopaliw w tym etanolu (Hrbackova 1 in., 2020), w wytwarzaniu rekombinowanych biatek
farmaceutycznych (Fu, Grbic, Ma, Tian, 2015) oraz w fitoremediacji (Nirola i in., 2016).
Produkowane maczki i ekstrakty biatkowe, a takze koncentraty soku z lucerny, sa
atrakcyjnym komponentem zywnosci dla ludzi w wielu regionach rozwijajacych sie, jako
zrédto nie tylko warto§ciowego biatka, ale rowniez witamin, sktadnikow mineralnych
1 zwigzkéw bioaktywnych (Gawel, Grzelak, Janyszek, 2017). Dlatego tez w ostatnich
latach zainteresowanie lucerng i jej produktami w Zywieniu czlowieka znacznie wzrosto

(Hadidi, Palacios, McClements, Mahfouzi, Moreno, 2023). Najpowszechniejszym
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obecnie kierunkiem wykorzystania sg jednak cele paszowe. Lucerna jest skarmiana
glownie w zywieniu zwierzat przezuwajacych, jak i rdwniez w mniejszym odsetku
u zwierzat monogastrycznych, jako zielona pasza, kiszonka, sianokiszonka, siano badz
tez susz (Bhattarai i in., 2020).

Biomasa lucerny charakteryzuje si¢ wyzsza zawarto$cig biatka ogolnego
w stosunku do innych roslin bobowatych drobnonasiennych (Arlabosse, Blanc, 2011;
Chiesa, Gnansounou, 2011). Zawartos¢ tego sktadnika moze wynosi¢ $rednio nawet do
230 g'kg?! suchej masy (Guo, Ding, Han, Zhou, 2008; Ke i in., 2022). Wartosci
te zwigzane sg ze stadium wegetacji rosliny podczas zbioru oraz stosunku lisci do todyg,
wynikajacym z wysokosci cigcia (Popovic, Grljusic, Cupic, Tucak, Stjepanovic, 2001).
W lucernie todygi 1 liScie stanowia odpowiednio okolo 61% 1 39% suchej masy
(Tremblay, Belanger, McRae, Michaud, 2002), a ich $rednia zawarto$¢ biatka surowego
wynosi odpowiednio 151 g i 358 g-kg™ suchej masy (Popovic i in., 2001). Biatko lucerny
jest zasobne w niezbedne aminokwasy, takie jak: walina, leucyna, treonina czy lizyna,
ktorych proporcje sa zblizone do standardowego biatka jaja kurzego (Rafinska i in.,
2017). Srednia koncentracja lizyny moze wynosi¢ od 2,0 g do 5,7 g, a metioniny od
1,6 g do 2,0 g-100 g biatka ogodlnego, w zaleznosci od przyjetej metody konserwacji
(Kyntdja, Partanen, Siljander-Rasi, Jalava, 2014).

Czgsci nadziemne lucerny sa jednym z bogatszych zrodet chlorofilu 1 witamin A,
D, E, K, C, B, B2, Bs, B12, niacyny, kwasu foliowego, biotyny, inozytolu, choliny czy
B-karotenu 1 ksantofilu (Blume 1 in., 2021; Furgat, Milik, 2008). W sktadzie chemicznym
wyrodznia si¢ znaczne ilosci takich sktadnikéw mineralnych jak: Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn,
P, Zn czy Si (Bora, Sharma, 2011a; Bora, Sharma, 2011b; Furgal, Milik, 2008). Liczne
badania wykazaly takze, ze ro§lina ta jest bogatym zrodtem zwigzkéw aktywnych
biologicznie, takich jak flawonoidy czy saponiny (Karimi i in., 2013; Rafinskaiin., 2017,
Tava, Scotti, Avato, 2011). Metabolity wtorne lucerny wykazuja zrdznicowang
aktywnos$¢, zaleznie od odmiany, warunkoéw Srodowiskowych, fazy fizjologicznej
1 koncentracji w poszczeg6lnych czgsciach nadziemnych roslin. Gtéwnym czynnikiem
indukujacym syntez¢ wtdérnych metabolitow jest obrona przed stresorami i adaptacja do
srodowiska (Neugart 1 in., 2018). Saponiny majg charakter przeciw mikrobiologiczny,
stanowigc komponent systemu odpornosci lucerny. Posiadajac wtasciwosci pieniace,
saponiny dzialaja rowniez jako naturalny emulgator i §rodek powierzchniowo czynny
poprawiajac wilasciwosci powierzchniowe i uzytkowe rosliny. Dzigki nim woda nie

pozostaje na kwitngcych czesciach rosliny i nie dochodzi do zakazenia roslin patogenami
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(Barna 1 in., 2022; Rafinska i in., 2017; Wojciechowski, Kezwon, Lewandowska,
Marcinkowski, 2014). Flawonoidy stanowig najbogatsza grupe metabolitow wtoérnych
w lucernie. Wigkszos¢ flawonoidow w komodrkach roslinnych wystepuje w postaci
glikozydoéw. Glikozydy flawonoidowe i wolne aglikony sg zaangazowane w patogenne
1 symbiotyczne interakcje z mikroorganizmami. Dzialaja jako ochrona przed
promieniowaniem UV w komorkach roslin, nadaja kolor kwiatom i liSciom, a takze sa
naturalnymi insektycydami oraz fungicydami (Barna i in., 2022; Gotawska, Lukasik,
Kapusta, Janda, 2010; Rafinska i in., 2017).

Posréd roslin paszowych lucerna charakteryzuje si¢ najwyzsza pojemnoscia
buforowa, ktora warunkowana jest wysokg zawarto$cig wapnia, zwigzkéw azotowych
1 krétkotancuchowych kwaséw organicznych (McDonald, Henderson, Heron, 1991).
Dodatkowo zawiera znacznie mniej substratow cukrowych, niezbednych do szybkiego
przebiegu fermentacji (Lin i in., 2023). Dodatkowo wysoki udziat biatka surowego,
ktorego produkty rozpadu neutralizuja s$rodowisko utrudnia odpowiednio szybkie
i skuteczne zakwaszenie (Muck, 2010). Kiszenie jako naturalny proces fermentacji niesie
za sobg straty sktadnikow pokarmowych, w tym gtéwnie cukrow rozpuszczalnych
w wodzie, oraz duze ryzyko wtérnej fermentacji. Odnotowuje si¢ liczne straty jakosciowe
azotu biatkowego, co jest wynikiem gatunkowej sktonnosci lucerny do rozleglych

przemian proteolitycznych (Fijatkowska 1 in., 2015; Zhang, Yu, Wang, Tian, 2018).

2.2. Zwiazki azotowe i ich przemiany podczas zakiszania

Zwiazki azotowe w roslinie okreslane jako biatko ogdlne (surowe), sg heterogenng
mieszaning biatka wlasciwego (azot biatkowy) 1 zwigzkow azotowych niebiatkowych
(Fijatkowska i in., 2015; Yuan i in., 2016). W rosnacej roslinie 75 — 90% azotu ogolnego
stanowi biatko wlasciwe, pozostata czes¢ to azot niebiatkowy skladajacy si¢ z rdznej
dtugosci peptydow, wolnych aminokwaséw, amidow, nukleotydow, chlorofilu oraz
azotanoéw, a niespetna 1% to azot amoniakalny (Givens, Rulquin, 2004; Martineau,
Lapierre, Ouellet, Pellerin, Berthiaume, 2007; McDonald i in., 1991; Tao i in., 2019).

Zawartos¢ biatka surowego, jak 1 rowniez relacje miedzy zawartoScig biatka
wlasciwego oraz zwigzkéw azotowych niebiatkowych w §wiezej roslinie uwarunkowane
sq fazg wegetacji zbioru, nawozeniem w szczegdlnosci azotowym, a takze podaza wody
(Coblentz, Grabber, 2013; Tremblay i in., 2002; Yang, Wang, Zhao, Wang, 2020).
W poczatkowych fazach wzrostu roslina zawiera zwykle wigksze ilosci azotu

niebiatkowego, ktory zlozony jest przede wszystkim z amoniaku, azotanow, wolnych
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aminokwaséw, amidow i amin (Jones, 2000). Poziom nawozenia azotem wplywa na
zawarto$¢ wszystkich zwiazkéw azotowych w roslinie. Jednak zwigkszenie koncentracji
biatka ogo6lnego w zielonce jest nieproporcjonalne, poniewaz pula azotu biatkowego
wzrasta znacznie wolniej niz azot niebiatkowy (Buxton, O’Kiely, 2003). Dzieje si¢ tak,
poniewaz ros$liny korzystaja przede wszystkim z mineralnych form pierwiastka takich
jak: azotany (Dechorgnatiin., 2011), jony amonowe (Yuan i in., 2007) czy proste zwiazki
organiczne, do ktorych nalezy mocznik (Wang, Hsu, Tsay, 2012). Lucerna jako roslina
bobowata, przy niskim nawozeniu azotowym i zdolnosci symbiotycznego wigzania azotu
czasteczkowego, zwykle w nizszym stopniu kumuluje azotany. Niemniej jednak tempo
konwersji azotanow do azotu organicznego w komorkach roslinnych warunkowane jest
przede wszystkim stopniem intensywnosci procesu fotosyntezy (Buxton, O Kiely, 2003).

W zielonce biatko wilasciwe wystgpuje gldéwnie w formie enzymatycznej,
a najwickszy udzial w lisciach ma enzym karboksylaza rybulozo-1,5-bisfosforanu
(Rubisco), ktory jest pierwszym enzymem w cyklu Calvina. Enzym ten jest pojedynczym
bialkiem frakcji 1, nalezacej do biatek rozpuszczalnych (Schemat 1). W lucernie enzym
karboksylaza rybulozo-1,5-bisfosforanu stanowi od 30% do 40% biatka surowego
(McDonald 1 in., 1991; van Vuuren, 1993). W sktadzie biatek rozpuszczalnych druga
frakcja (frakcja 2) stanowi okoto 25% bialka lisci i jest to mieszanina bialek
zlokalizowana w chloroplastach, cytoplazmie i czgsciowo $cianie komoérkowe;j. Pozostala
cze$¢ stanowig wolne aminokwasy. Biatko nierozpuszczalne moze stanowi¢ do 50%
biatka liSci 1 znajduje si¢ w blonie chloroplastow. Membrana tylakoidéw, bedacych
podstawowymi elementami budowy wewnetrznej chloroplastu stanowi srednio 30 — 40%
bialka chloroplastowego, wystgpujacego jako kompleksy chlorofilowo-biatkowe.
Kolejng cze$¢ bialka nierozpuszczalnego stanowi biatko zwigzane z celuloza
w pierwotnych $cianach komodrkowych. Biatka te ro6znig si¢ od roslinnych biatek
cytoplazmatycznych, gdyz sa silnie zasadowymi glikoproteinami, zasobnymi
w arabinoze, galaktoze, lizyne, seryne 1 tyrozyne, a takze bogate w hydroksyproling (van
Vuuren, 1993).
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Schemat 1. Proporcje roznych biatek wystepujacych w zielonce (zrodto: van Vuuren, 1993)

Zmiany ilo$ciowe 1 jakos$ciowe sktadu chemicznego rosliny rozpoczynaja si¢
w momencie Scigcia 1 trwajg az do skarmienia dojrzatej kiszonki. Ten okres czasowy
mozna podzieli¢ na kilka faz, obeymujacych przygotowanie, sporzadzenie
1 magazynowanie paszy (Borreani, Tabacco, Schmidt, Holmes, Muck, 2018; Duniére,
Sindou, Chaucheyras-Durand, Chevallier, Thévenot-Sergentet, 2013; Hartinger, Gresner,
Stidekum, 2019). Proteoliza jako hydrolityczny proces rozpadu wigzah peptydowych
prowadzi do powstawania roznych form azotu niebiatkowego, co jest efektem aktywnosci
ro$linnych enzymow proteolitycznych i dziatalno$ci mikroorganizméw (Duniére 1 in.,
2013; Hartinger i in., 2019; Hoedtke, Gabel, Zeyner, 2010; McDonald i in., 1991; You i
in., 2022).

Po $cigciu rosliny nastepuja pierwsze przemiany proteolityczne, a ich wymiar
zalezy od zakresu 1 dlugosci trwania procesu wigdniecia lub podsuszenia (Fijatkowska
1 in., 2015). Wynikiem jest wzrost udziatu frakcji azotu rozpuszczalnego w buforze,
a w szczegllnosci czesci niebiatkowej, czyli frakeji zwigzkdw azotowych niebiatkowych
oraz wolnych aminokwasow. Jednak wsrod roslin bobowatych stwierdzono rdznice
gatunkowe, mianowicie podczas podsuszania zielonki z lucerny obnizeniu ulegt udziat
bialek rozpuszczalnych, a wzrastal poziom azotu niebiatkowego. W koniczynie
czerwonej zaobserwowano odwrotng sytuacjg, wzrostowi ulegla frakcja biatek
rozpuszczalnych, przy czym nie stwierdzono dynamicznego wzrostu zwigzkow

azotowych niebiatkowych (Guo i in., 2008; Purwin i in., 2011; Purwin i in., 2014a;
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Purwin i in., 2014b). Wedtug literatury straty biatka wtasciwego podczas wiednigcia
moga wynosi¢ §rednio do 10% wzgledem §wiezo $cigtej zielonki (Guo i in., 2008; Purwin
1 1n., 2014b), gdzie w wyniku podsuszania nawet ponad 20% biatka wlasciwego moze
ulec degradacji do azotu niebiatkowego (Fijatkowska i in., 2015).

Po $cigciu, przygotowaniu i okryciu zakiszanej masy nast¢puje pierwsza faza
fermentacji, w trakcie ktorej komorki roslinne wykazujg aktywno$¢ w procesie respiracji,
zuzywajac tlen obecny miedzy czastkami zielonej masy i weglowodany proste, takie jak
glukoza i fruktoza pochodzace z uszkodzonych komorek roslinnych (Shao, Zhang,
Shimojo, Wang, Masuda, 2005). W fazie tlenowej nast¢puje wzrost temperatury
w wyniku aktywnosci epifitycznej mikroflory aerobowej, a takze wzmozenie aktywnos$ci
enzymow proteolitycznych, co prowadzi do nat¢zenia rozktadu hydrolitycznego biatka
do aminokwasow (Duniére i in., 2013). W poczatkowych stadiach zakiszania wzmozony
rozktad biatka wilasciwego do zwigzkow azotowych niebiatkowych byl juz wczesdniej
obserwowany, a zakres przemian byl bardzo zréznicowany w zalezno$ci od gatunku
rosliny pastewnej (Fijatkowska i in., 2015).

W drugiej fazie zakiszania w beztlenowych warunkach wzrasta liczebno$¢ bakterii
fermentacji mlekowej, pH ulega obnizeniu, ograniczajac tym samym aktywnos$¢
niepozadanych mikroorganizmow. W przypadku niekorzystnych warunkow aktywnos¢
Clostridium spp. moze nie zosta¢ zredukowana, wynikiem czego bedzie wtorna
fermentacja (fermentacja mastowa) 1 bakteryjna degradacja bialtka wlasciwego
do aminokwasow, jak 1 roéwniez wzrost koncentracji azotu amoniakalnego jako
nastepstwo deaminacji i reakcji Sticklanda (McDonald i in., 1991; Jones, 2000; Yang
i in., 2020; Zheng i in., 2018).

Kolejnym elementem zmian jakosciowych biatka surowego kiszonki sa reakcje
Maillarda, podczas ktérych nastepuje kondensacja grupy karbonylowej weglowodanu
redukujacego z wolng grupa aminowg aminokwasu, peptydu lub biatka (Guo 1 in., 2008;
Lund, Ray, 2017). Reakcje te przebiegaja wskutek podwyzszenia temperatury kiszonki,
jako czynnika indukujacego, zwigzanego z zagrzewaniem paszy w kontakcie z tlenem.
Nastepstwem jest powstanie niestrawnych kompleksow biatkowo-weglowodanowych,
wchodzacych w pule azotu nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie (Guo i in., 2008;
Li 1 in., 2021; Nishino, Uchida, 2000). Reakcje Maillarda prowadza do uszkodzenia
takich aminokwasow jak: lizyna, arginina, tryptofan, cystyna czy histydyna w zalezno$ci
od nat¢zenia temperatury i przebiegu szlaku reakcji. Ponadto wykazuja dziatania

hamujace dla aktywnosci enzymow jelitowych, czy zmniejszajg wchtanianie niektorych
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sktadnikéw mineralnych w przewodzie pokarmowym (Hofmann, Engling, Martens,
Steinhofel, Henle, 2020; Lund, Ray, 2017; Nishino, Uchida, 2000).

Podsumowujac zakres przemian proteolitycznych w lucernie obejmuje wzrost
udziatu zwigzkow azotowych niebiatkowych $rednio z poziomu 167 — 199 g-kg™ biatka
ogdlnego w zielonce nieprzewiednietej do 591 — 826 g-kg™, a nawet do 870 g-kg™ biatka
ogolnego w kiszonce, gdzie $rednio 73% biatka surowego stanowi azot niebiatkowy
zakiszonej lucerny (Jones, 2000). Frakcja zwigzkow azotowych niebiatkowych jest
podstawowym koncowym produktem przemian proteolitycznych, ktorych zakres wsrod
kiszonek jest najwyzszy wilasnie u lucerny (Kung, Muck, 2006). Dla poréwnania
w kiszonce z koniczyny czerwonej azot niebiatkowy moze stanowi¢ od 7% do
maksymalnie 40,8% biatka ogolnego (Sullivan, Hatfield, 2006).

Aktywnos¢ proteolityczng w trakcie fermentacji mlekowej przypisuje si¢ w duzej
mierze roslinnym enzymom, natomiast dalszy katabolizm wolnych aminokwasow zostat
potwierdzony i przypisany jako dziatalno§¢ drobnoustrojow (Winters, Cockburn,
Dhanoa, Merry, 2000). Szybkie tempo obnizenia pH $rodowiska zakiszanej masy
ros§linnej ogranicza rozpad bialek poprzez mechanizm hamujacy potencjat proteaz
ro$linnych i ogranicza wzrost Clostridium spp. (McDonald i in., 1991; Tao, Zhou, Guo,
Long, Zhu, 2011; Tao, Guo, Zhou, Undersander, Nandety, 2012). optymalne pH dla
aktywnosci roslinnych enzymow proteolitycznych miesci si¢ w zakresie od 5,0 do 7,0
(Tao 1 in., 2011; Tao 1 in.,, 2012). Szybko$¢ zakwaszenia surowca roslinnego
uwarunkowana jest migdzy innymi dtugoscig pierwszej fazy fermentacji. Od ilosci tlenu
znajdujacego si¢ w wolnych przestrzeniach migdzy czastkami ro$lin zalezy dtugos¢ fazy
aerobowej, czyli tez aktywno$¢ drobnoustrojéw tlenowych, metabolizujacych
weglowodany (Fijatkowska 1 in., 2015). Po zakonczeniu tejze fazy zostaje spetniony
warunek $rodowiska beztlenowego, pozwalajac na zapoczatkowanie aktywnoS$ci
bakteriom fermentacji mlekowej (Guo i in., 2008).

Enzymom roslinnym przypisuje si¢ odpowiedzialnos¢ za wigkszos¢ zmian
w sktadzie azotu ogolnego zakiszanych pasz (Guo i in., 2011; Tao i in., 2011; Tao i in.,
2012). Jednak Kung, Bedrosian (2010) wskazali, ze aktywno$¢ roslinnych proteaz konczy
si¢ wraz z obnizeniem pH ponizej ich optymalnej kwasowosci. Tym samym na zakres
proteolizy moze wptywac optimum pH enzymoéw roslinnych (Tao i in., 2011; Tao i in.,
2012), tempo i stopien zakwaszenia (You i in., 2022), gatunek rosliny, zawarto$¢ suchej
masy oraz temperatura (Fijatkowska 1 in., 2015; Tao i in., 2019; Wang i in., 2019).

Optymalne wartosci pH dla enzymow roslinnych sg wiec zroznicowane w zaleznos$ci od
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gatunku, a czesto nawet odmiany. Zgodnie z doniesieniami w literaturze, optymalne pH
u lucerny wynosi 4,5 dla proteinazy kwasnej, 6,7 dla proteinazy obojetnej, 5,4 dla
karboksypeptydazy i 6,5 dla aminopeptydazy. Dla poréwnania u zycic (Lolium L.) ogélne
optymalne pH dla proteaz wynosi od 5,0 do 7,0, a kwasne i zasadowe endopeptydazy
w lisciach kukurydzy wykazuja optymalng aktywno$¢ odpowiednio przy pH na poziomie
5,4 oraz 7,5 (Tao i in., 2011; Tao i in., 2012). Przeprowadzone dotychczas badania na
lucernie sugeruja, iz optymalne pH enzymow rosliny wydaje si¢ by¢ nizsze w stosunku
do innych ro$lin uprawnych. Ponadto warto$¢ pH w zakiszanej lucernie czesto przekracza
4,0 w przeciwienstwie do kiszonki z kukurydzy czy traw (Guo i in., 2011; Schmidt, Hu,
Mills, Kung, 2009; Tao i in., 2011; Tao i in., 2012). Kiszonka z lucerny nawet po
dhuzszym czasie magazynowania moze uzyskiwa¢ pH na poziomie 4,3 — 4,6 (Kung,
Stockes, Lin, 2003a).

Dotychczasowe badania skupialy si¢ nad zakresem optimum pH enzymow
ros$linnych pod katem ogolnej klasyfikacji enzymow proteolitycznych (proteazy kwasne,
obojetne 1 zasadowe). Badania Guoiin. (2011) oraz Tao i in. (2011) wykazaly, ze czwarta
klasa endopeptydaz (tj. seryna, cysteina, kwas asparaginowy i metalopeptydazy) oraz
piata klasa egzopeptydaz (tj. aminopeptydaza, karboksypeptydaza, dipeptydaza,
dipeptydylo- i tripeptydylopeptydaza) byly obecne w kazdej zielonce z lucerny,
odgrywajac réznorodne role w degradacji biatka wlasciwego rosliny, a w efekcie czego
kazda z nich byla odpowiedzialna za tworzenie réznych sktadnikoéw azotu ogdlnego
podczas fermentacji. W innych badaniach wykazano, ze zar6wno endopeptydazy, jak
1 egzopeptydazy w zielonce z lucerny wykazuja rézne reakcje na wartos¢ pH
1 temperaturg (Tao 1 in., 2012). Optymalne warto$ci pH dla endopeptydazy, peptydazy
serynowej, metalopeptydazy i peptydazy cysteinowej oraz egzopeptydazy, dipeptydazy,
karboksypeptydazy i tripeptydylopeptydazy dodatkowo potwierdzaja, ze s3 one
gldéwnymi czynnikami przyczyniajagcymi si¢ do zmian azotowych podczas zakiszania
lucerny. Ponadto wysoka aktywno$¢ proteolityczna przy pH wynoszacym migdzy 3,0,
a 6,0 tych peptydaz moze sugerowac, ze odgrywaja rol¢ w hydrolizie biatek podczas
dhugotrwatego przechowywania roéliny (Tao i in., 2011; Tao i in., 2012).

W fazie tlenowej aktywno$¢ wykazujg bakterie z rodziny Enterobacteriaceae,
odpowiedzialne za przeprowadzanie dekarboksylacji i deaminacji aminokwasow, a takze
uczestniczace w rozktadzie azotandéw. W wyniku ich dziatalnosci powstajag NO i NOz,
amoniak oraz aminy biogenne (He, Lv, Xing, Chen, Zhang, 2020). Dhugos$¢ fazy

aerobowej zalezy od stopnia zaggszczenia surowca 1 ilo§ci obecnego w masie powietrza
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(Guo, Zhou, Yu, Zhang, 2007). W drugiej fazie fermentacji w warunkach beztlenowych
aktywnos$¢ roslinnych enzyméw ulega redukcji, lecz dziatalnos¢ Enterobacteriaceae
trwa, az do osiggnigcia kwasowosci masy roslinnej ponizej wartosci 5,0 (Jones, 2000).
O ogolnej jakosci przebiegu procesu fermentacji decyduje przede wszystkim konkurencja
niepozadanych mikroorganizmow, w tym gtownie Clostridium spp., Entecobacter spp.
1 drozdzy, z pozadanymi bakteriami fermentacji mlekowej, takimi jak na przyklad
Lactobacillus spp., Lactococcus spp. czy Enterococcus spp. (Wang i in., 2019).

Zmiany w proporcjach poszczegolnych form azotu niebiatkowego zaleza od tempa
i zakresu degradacji aminokwaséw (Givens, Rulquin, 2004). Podczas fermentacji
Clostridium spp. grupy proteolitycznej (gtdwnie Clostridium sporogenes i Clostridium
bifermentans) selektywnie rozktadaja aminokwasy na drodze deaminacji,
dekarboksylacji oraz w reakcji Sticklanda (McDonald i in., 1991; Jones, 2000).
W procesach dekarboksylacji aminokwasow gtowna role odgrywaja Enterobacteriaceae,
redukujace azotany do azotyndéw, fermentujace heksozy do kwasu octowego,
mrowkowego i etanolu, hamujac tym samym rozw6j Clostridium spp. (Krzywiecki, Pres,
Bodarski, 2008), oraz bakterie fermentacji mlekowej, ktére takze maja zdolnos¢
deaminacji aminokwasow, takich jak seryna 1 arginina. Zmiany jakosciowe w sktadzie
aminokwasowym biatka ogdlnego kiszonek, zachodzace w wyniku dekarboksylacji
1 deaminacji, polegaja glownie na wzroscie udziatu alaniny (Jones, 2000), metioniny
1 aminokwaséw o taficuchach rozgal¢zionych oraz na obnizeniu udzialu argininy,
histydyny, a takze tworzeniu w kiszonkach amin biogennych, w tym histaminy, tyraminy,

kadaweryny czy putrescyny (Fijatkowska i in., 2015; Givens, Rulquin, 2004).

2.3. Wybrane wskazniki charakteryzujace zakres proteolizy w
roslinie

Podstawowymi wskaznikami charakteryzujacymi rozktad zwigzkow azotowych
kiszonek jest okreslenie poziomu biatka wlasciwego 1 zwiazkow azotowych
niebiatkowych, a takze udzialu azotu amoniakalnego w azocie ogolnym, jako wynik
deaminacji (Dentinho, Portugal, Moreira, Santos-Silva, Bessa, 2018; Guo i in., 2008;
Licitra, Hernandez, Van Soest, 1996). Stosunek azotu biatkowego w kiszonce do
zawartosci w zielonce pozwala na okreslenie stopnia hydrolizy biatka podczas
fermentacji (Givens, Rulquin, 2004; Guo i in., 2008; Purwin i in., 2014b).
Szczegdtowymi wskaznikami sg zawarto$¢ azotu aminokwasowego kiszonki oraz azotu

rozpuszczalnego w buforze lub wodzie (Givens, Rulquin, 2004; Hedqvist, Udén, 2006;

20



Jones, 2000; Ke i in., 2018; Purwin i in., 2014b; Slottner, Bertilsson, 2006). Analiza
zawarto§¢ azotu nierozpuszczalnego w  neutralnym detergencie 1  azotu
nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie pozwola na okreSlenie zmian
spowodowanych procesami aerobowymi i termicznymi w kiszonce (Fijatkowska i in.,
2015; Licitra i in., 1996).

Szacowanie potencjalnej podatnos$ci na zakres i szybko$¢ degradacji zwigzkéw
azotowych jest jednym z warunkoéw wstepnej oceny jakosci biatkowej pasz w roznych
systemach, ktore modelujg dynamik¢ zwacza. Obecnie metody in situ i in vivo sg jednymi
z gtéwnych metod referencyjnych stosowanych w Europie (Chrenkova i in., 2014).
Wspotczesne systemy badan zywieniowych opierajg si¢ na grupach badawczych i nie
odzwierciedlaja wszystkich zmiennych. Dodatkowym aspektem jest potencjat
biologiczny zwierzat, ktory jest wypadkowa szeregu czynnikow (Fox i in., 2004). Jednak
modele te wymagaja zbyt wiele czasu, pracy, jak i odpowiednio licznych grup zwierzat.
Takze pasze sporzadzone z roznych roslin zwykle wykazuja wysoka zmienno$é
w zawarto$ci 1 dostepnosci sktadnikow odzywczych, zwigzanych z gatunkiem, odmiana,
stanowiskiem 1 technologia uprawy, nawozeniem, zbiorem, przetwarzaniem oraz
magazynowaniem (Fox, Tedeschi, 2003; Fox 1 in., 2004). Zatem uzyskanie uzytecznych
wynikow z dowolnego modelu biologicznego jest bardzo zalezne od jako$ci danych
wykorzystywanych do przeprowadzenia symulacji (Haefner, 2005). W ostatnich latach
bardziej powszechne staty si¢ metody chemiczne, ktore pozwalaja na frakcjonowanie
miedzy innymi bialka pasz o wysokiej roznorodnosci. System, ktory ujednolica
dotychczasowe metody rozktadu frakcji weglowodanowych 1 azotowych jest
amerykanski The Cornell Net Carbohydrate and Protein. Po raz pierwszy w literaturze
opis tego systemu pojawil si¢ w 1992 i 1993 roku (Fox i in., 2004). Podstawowym
kryterium podzialu zwigzkow azotowych pasz jest rozpuszczalno§¢ w buforze boranowo-
fosforanowym, a takze neutralnym 1 kwasnym detergencie, przy jednoczesnej analizie
podatnosci zwigzkéw na rozkltad enzymatyczny w przewodzie pokarmowym
przezuwaczy (Nadeau, Richardt, Murphy, Auerbach, 2012). W odniesieniu do zwigzkow
azotowych pasz system ten pozwala na oceng jakosci biatka surowego, a takze zakres
zmian proteolitycznych zachodzacych podczas konserwacji, jak 1 magazynowania.
System ewoluowat przez wiele lat, poprzez wlaczanie nowych danych badawczych
1 opisow funkcji Zzwacza, a takze metabolizmu przezuwaczy w postaci roéwnan
matematycznych. W odniesieniu do rozdzialu frakcji azotowych rowniez zostaty

wprowadzone zmiany do jeszcze niedawno obecnego systemu wersji 6.0 i 6.1 (Tylutki
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I in., 2008; Van Amburgh i in., 2010), wynikiem czego jest postawnie najnowszej wersji
systemu — 6.5 (Higgs, Chase, Ross, Van Amburgh, 2015; Van Amburgh i in., 2015).
Podstawowym narzedziem modelu The Cornell Net Carbohydrate and Protein
System jest wyodrebnienie frakcji biatkowych (Schemat 2), ktére obejmuje analiz¢ biatka
ogolnego, amoniaku, biatka ogoélnego rozpuszczalnego w buforze boranowo-
fosforanowym, biatka ogolnego nierozpuszczalnego w neutralnym detergencie i biatka
ogolnego nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie (Fox i in., 2004; Higgs i in., 2015;

Tylutki i in., 2008; Van Amburgh i in., 2015).

Biatko ogdlne
Biatko wtasciwe + aminokwasy Amoniak
Biatko
Biatko nierozpuszczalne w buforze rozpuszczalne
w buforze
Biatko
Biatko nierozpuszczalne w rozpuszczalne
neutralnym detergencie w neutralnym
detergencie
Biatko Biatko
nierozpuszczalne | rozpuszczalne
w kwasnym w kwasnym
detergencie detergencie

Schemat 2. Rozdziat frakcji biatka ogolnego wedtug The Cornell Net Carbohydrate and Protein
System v 6.5 (zrodto: Higgs i in., 2015; Van Amburgh i in., 2015)

2.4. Metody ograniczenia proteolizy biatka lucerny

Literatura obszernie opisuje roznorodne metody i1 mechanizmy ograniczenia
przemian proteolitycznych w zakiszaniu roslin, a przede wszystkim produkeji kiszonki
z lucerny. Poza metodami fizycznymi, jak wiednigcie (Tao 1 in., 2017) czy podsuszenie
(Brink i in., 2010), do ograniczenia rozktadu hydrolitycznego biatka cz¢sto stosowane sg
inhibitory lub stymulatory fermentacji w postaci kiszonkarskich dodatkéw chemicznych
oraz biologicznych (Ke, Yang, Undersander, Guo, 2015; Ke i in., 2018).

Aktywnymi sktadnikami dodatkow chemicznych sg kwasy, a takze ich sole.
Powszechnie stosowanym inhibitorem fermentacji, jednocze$nie hamujacym proteolize
jest kwas mrowkowy i jego sole, np. mrowczan wapnia, mréwczan sodu czy mréwczan
amonu (Auerbach, Weiss, Nadeau, 2012; Muck i in., 2018). Dodatki te dziataja

restrykcyjnie na przebieg fermentacji, ograniczajac reakcje deaminacji i dekarboksylacji
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bakteryjnej, a takze hamujg dzialalno§¢ roslinnych enzyméw proteolitycznych
(Broderick, Brito, Olmos Colmenero, 2007; Winters, Fychan, Jones, 2001). Powoduja
bezposrednio zakwaszenie i1 ograniczenie aktywnosci niepozadanych mikroorganizmoéw,
przyczyniajac si¢ do zmniejszenia ilosci weglowodanow rozpuszczalnych w wodzie
metabolizowanych przez drobnoustroje i obnizenia zawarto$ci kwasu octowego (Muck
i in., 2018). Nadeau, Hallin, Auerbach, Jakobsson, Arnesson (2013) stwierdzili rowniez
zmniejszenie strat suchej masy i zawartosci etanolu oraz ogélnej liczebno$¢ drozdzy.
Kwas mrowkowy cechuje niski koszt produkcji i wysoka zdolno$¢ zakwaszenia, przy
jednoczes$nie szeroko rozwinigtym mechanizmie przeciw patogennym (Kung i in.,
2003a). W zaleznosci od formy dysocjacyjnej kwas mrowkowy hamuje aktywno$é
Clostridium spp., Staphylococcus spp., Campylobacter spp., Pseudomonas spp.,
Salmonella spp., Penicillium spp. i Cladosporium spp. (Borreani i in., 2018; Driehuis,
Wilkinson, Jiang, Ogunade, Adesogan, 2018; Muck i in., 2018; Ogunade i in., 2018a;
Queiroz, Ogunade, Weinberg, Adesogan, 2018), a takze Listeria spp. i bakterii z grupy
coli (He i in., 2019). Przeprowadzone dotychczas badania wykazaly pozytywny wptyw
dodatku kwasu mréwkowego w zakiszaniu lucerny, co w efekcie pozwolilo na szybkie
zakwaszenie, obnizenie koncentracji zwigzkow azotowych niebiatkowych, azotu
amoniakalnego 1 puli wolnych aminokwasow (Li 1 in., 2016; Yuan, Wen, Dong, Desta,
Shao, 2017). Zmniejszenie koncentracji kwasu mastowego, etanolu i liczebnosci
Enterobacteriaceae, Clostridium spp. oraz ogélnej liczby drozdzy i plesni, skutkowato
mniejszymi stratami suchej masy 1 wyzszg koncentracjg weglowodanoéw rozpuszczalnych
w wodzie, przy jednoczesnie lepszej stabilnosci tlenowej kiszonek w stosunku do
wariantow zakiszanych bez dodatku (Li i in., 2016; Yuan i in., 2017).

Wsrdd stosowanych powszechnie dodatkéw chemicznych réwniez znajduja sie
kwasy organiczne, takie jak kwas octowy (Queiroz, Arriola, Daniel, Adesogan, 2013) lub
kwas propionowy (Mills, Kung, 2002), lecz najlepsze efekty poprawy jakosci biatka
surowego i wzoru fermentacji lucerny uzyskano jednak przy dodatku kwasu
mrowkowego (Li 1 in., 2016). Przeprowadzono takze badania wptywu zastosowania
dodatku kwasu jabtkowego i1 cytrynowego w zakiszaniu lucerny, jako zwigzkow
chemicznych szeroko stosowanych w przemysle spozywczym (Ke 1 in., 2017; Ke 1 in.,
2018). Efektem bylo skuteczne ograniczenie proteolizy i poprawa sktadu kwasow
thuszczowych przy nizszym udziale dodatkéw. Nalezy uwzgledni¢ negatywny wpltyw
zwickszonej liczebnosci ogdlnej drozdzy po zastosowaniu wyzszych dawek obu tych

kwasow (Ke 1 1n., 2017). Perspektywa dalszego stosowania zaréwno kwasu jablkowego,
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jak 1 cytrynowego, nawet w nizszych dawkach w zakiszaniu lucerny nie ma przysztosci,
poniewaz nie sprzyjaly one w takim wysokim stopniu fermentacji mlekowej jak zabieg
inolukacji Lactobacillus plantarum (Ke i in., 2018).

W grupie biologicznych dodatkow najstarszymi 1 najpowszechniejszymi
inokulantami bakteryjnymi do produkcji kiszonek sg bakterie fermentacji mlekowej
homofermentatywne i heterofermentatywne (Pahlow, Muck, Driehuis, Oude Elferink,
Spoelstra, 2003). Szeroko stosowanymi gatunkami homofermentatywnymi sg m.in.:
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium i rézne gatunki
Pedicoccus spp. Aplikacja inokulantow jako modyfikatorow fermentacji pozwala na
zwickszenie startowej populacji pozytecznych bakterii fermentacji mlekowej, czego
efektem jest wzrost tempa 1 zakresu produkcji gtownie kwasu mlekowego, szybsze
obnizenie pH 1 w konsekwencji zmniejszenie wymiaru proteolizy, jak tez redukcja
niepozadanych mikroorganizméw (Duniére i in., 2013). Dowiedziono, ze inokulacja
Lactobacillus plantarum lucerny przed zakiszeniem znaczaco zwigkszyla produkcje
kwasu mlekowego (Guo i in., 2018; Yang, Yuan, Li, Dong, Shao, 2019), poprawiajac
wzgledng liczebnos¢ Lactobacillus spp. (Ogunade i in., 2018b), zmniejszyta poziom
azotu niebiatkowego (Ke 1 in., 2018), koncentracje azotu amoniakalnego 1 skutecznie
hamowata wzrost Clostridium spp. (Yang i in., 2020; Zhao, Wang, Yang, Wang, Zhang,
2020). Posrod gatunkow heterofermentatywnych czgsto opisywanym jest Lactobacillus
buchnerii, posiadajacy zdolno$¢ do metabolizowania umiarkowanych ilosci kwasu
mlekowego do kwasu octowego (Muck 1 in., 2018). Wczesniejsze badania wykazaty, ze
dodatek Lactobacillus buchnerii w lucernie zwigkszyt poziom azotu amoniakalnego,
a produkcja kwasu mlekowego byta nizsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Kung,
Taylor, Lynch, Neylon, 2003b), przy czym spadek pH byl znacznie wolniejszy
w poréwnaniu do traktowania innymi dodatkami bakteryjnymi (Schmidt i in., 2009).
W poézniejszych badaniach wykazano, ze szczep ten wptynat istotnie na obnizenie pH,
ograniczenie fermentacji weglowodanoéw rozpuszczalnych w wodzie 1 wzrost produkcji
kwasu octowego. Ogdlna liczebno$¢ bakterii fermentacji mlekowej ulegla znacznej
poprawie, przy ograniczeniu aktywnosci bakterii kwasu mastowego oraz liczebnosci
plesni. Nie odnotowano znaczacej poprawy w zakresie produkcji kwasu mlekowego
I ograniczenia deaminacji (Zhang i in., 2009). Badania przeprowadzone przez Bai i in.
(2020) w zakresie charakterystyki fermentacji i mikrobiomu kiszonki potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia Zhang 1 in. (2009). Jednakze badania prezentowaly znaczna

poprawe jakosci biatka lucerny, w zakresie ktorej dodatek Lactobacillus buchnerii
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istotnie obnizyt hydroliz¢ biatka wlasciwego 1 deaminacj¢ (Bai 1 in., 2020). Szczep ten
naturalnie wystepujacy na zielonce nie jest w stanie zdominowaé fermentacji, gdyz
wptyw aktywnos$ci zarowno jako formy epifitycznej, czy jako dodatku jest wykrywalny
W poézniejszym okresie kiszenia, zwykle migdzy 45, a 90 dniem, co wynika z powolnego
wzrostu tego gatunku bakterii i zostato potwierdzone w badaniach (Bai i in., 2020;
Schmidt i in., 2009; Zhang i in., 2009). Pomimo wielu doniesien skuteczno$¢ i wplyw
inokulantow jest rdzny, warunkowany wieloma czynnikami, jak sktad mikroflory
epifitycznej, zawarto$¢ wody, ilos¢ substratu cukrowego, potencjat buforowy, liczebno$¢
jednostek tworzacych kolonie i ich zywotnos¢ (Li 1 in., 2018b; Li, Wang, Zhang, Lin,
Yang, 2018c; Muck i in., 2018; Yang i in., 2019).

W celu poprawy jakosci fermentacji lucerny stosowane powszechnie sa dodatki
weglowodanowe, ktore dostarczaja niezbednych substratow do produkcji kwasow
kiszonkarskich. Zjawisko to pozwala czgsto na szybsze obnizenie pH, skrdécenie
pierwszej fazy fermentacji i ograniczenie aktywnosci proteaz. W praktyce popularne jest
stosowanie jedynie dodatkéw cukrowych lub tez w celu wzmocnienia oczekiwanego
efektu wraz z inokulacjg bakteriami fermentacji mlekowej (Gao, Wang, Jia, Luo, Yu,
2021; Luo i in., 2021). Powszechnie stosowana w produkcji kiszonek jest melasa, jako
produkt uboczny przemystu cukrowniczego (Luo 1 in., 2021). Po zastosowaniu ktorej
w kiszeniu lucerny uzyskano homofermentacj¢ mlekowa, ponadto dominowaty bakterie
Enterococcus spp. i Lactobacillus spp., a niepozadane mikroorganizmy zostaty
zredukowane w warunkach nizszego pH. Ograniczona zostala takze produkcja azotu
amoniakalnego prawie dwukrotnie (Luo 1 in., 2021). Porownujac wptyw melasy z innymi
zrodtami weglowodanow w zakiszaniu lucerny Gao 1 in. (2021) wykazali, Ze spadek pH
byl szybszy juz w pierwszych dniach fermentacji po dodatku fruktozy lub pektyn.
Lucerna zakiszona z dodatkiem fruktozy lub pektyn charakteryzowala si¢ wolniejszym
tempem wzrostu azotu amoniakalnego w stosunku do dodatku melasy (Gao i in., 2021).

Zakiszanie lucerny z roslinami pastewnymi o wyzszej zawartosci weglowodanow
rozpuszczalnych w wodzie, takimi jak kukurydza (Wang, Yu, Wu, Hannaway, 2017) lub
stodkie sorgo (Zhang i in., 2015a) moze takze polepszy¢ jako§¢ fermentacyjng paszy.
Woazrastajacy udzial kukurydzy w zakiszaniu lucerny znaczaco poprawial zakwaszenie
masy roslinnej 1 gwarantowal nizsza koncentracje¢ azotu amoniakalnego, a wartos¢
odzywcza sporzadzonych kiszonek wykazywata tendencj¢ spadkowa. Efekt poprawy
uzyskanych wynikéw wzmocniony inokulacjg bakteryjna i dodatkiem chemicznym miat

wiekszy wymiar (Wang i in., 2017). Podobnie w przypadku stodkiego sorga, wzrastajac
eKSzZy wy g przyp g g ]4cy
25



udziat w kiszonce z lucerny sprzyjal obnizeniu pH i ograniczeniu produkcji azotu
amoniakalnego. Najkorzystniejsze wyniki uzyskano dla wariantow dos$wiadczalnych
0 60% 1 80% udziale stodkiego sorga, gdzie jednak w efekcie koncowym udziat biatka
ogolnego kiszonek zmniejszyt si¢ 0 44 1 61 punktow %, odpowiednio (Zhangiin., 2015a).
Prezentowane w literaturze wyniki wptywu tego rodzaju dodatkéw w zakresie jakosci
biatka ogo6lnego czgsto ograniczone sa do podania zawarto$ci azotu amoniakalnego, co
zatem nie daje pelnych wnioskow o ich wplywie na zakres proteolizy, przebiegajacej
podczas procesu fermentacji (Wang i in., 2017; Zhang i in., 2015a).

Popularnymi, lecz ostatnio czesto pomijanymi w produkcji kiszonek sg dodatki
enzymatyczne, jako pojedyncze enzymy, np. celulaza, hemicelulaza lub tez mieszaniny
egzogennych enzymow fibrolitycznych, stosowane w celu zwigkszenia puli uwalnianych
weglowodanéw $cian komorkowych ro$lin, udostepniajagc tym samym substrat dla
bakterii fermentacji mlekowej. Dodatki enzymatyczne sa w wigkszosci stosowane
w potaczeniu z inokulantami bakteryjnymi, co tez utrudnia rozréznienie pomiedzy
bakteryjnymi, a enzymatycznymi reakcjami podczas kiszenia (Lynch, Baah,
Beauchemin, 2015; Muck i in., 2018). Zastosowanie celulazy w Kkiszeniu lucerny
obnizyto koncowe pH, a wraz z modyfikatorem bakteryjnym (Su i in., 2019), badz tez
kwasem mrowkowym (Nadeau, Buxton, Lindgren, Lingvall, 1996) wptyne¢to na poprawe
ogolnej jakosci kiszonki. W innych badaniach lucerna traktowana celulazg uzyskata
istotnie nizsze pH, st¢Zzenie kwasu octowego i obnizong zawarto$¢ azotu amoniakalnego,
a takze wyzsza koncowag koncentracj¢ kwasu mlekowego w porOwnaniu z grupg
kontrolng. Warianty doswiadczalne dodatkowo traktowane kwasem mréwkowym
wykazaly jednakze wyzszy stopien poprawy jakosci ogdlnej kiszonki (Nadeau, Russell,
Buxton, 2000). Zastosowanie egzogennych enzyméw fibrolitycznych przy zakiszaniu
lucerny generalnie nie sprzyjalo pozytywnej odpowiedzi w przebiegu fermentacji, ani
poprawie wartosci odzywcze] kiszonki. Dodatek modyfikatora w potaczeniu
z inokulantem wytwarzajacym esteraz¢ kwasu ferulowego prowadzil do zwigkszenia
wymiaru heterofermentacji mlekowej 1 wyzszych strat suchej masy podczas konserwacji
lucerny (Lynch, Jin, Lara, Baah, Beauchemin, 2014). Su i in. (2019) co wigce]
potwierdzili, ze samodzielna aplikacja celulazy w zakiszaniu lucerny nie pozwala na
uzyskanie takiej poprawy fermentacji, jak w potaczeniu z inokulacjg bakteryjng. Dodatki
enzymatyczne maja wieloletnie zastosowanie w zakiszaniu réznych pasz, to jednak
w przypadku lucerny ilo$¢ wykonanych doswiadczen jest znikoma, co tez jednoznacznie

nie pozwala na wykluczenie ich stosowania w celu poprawy tempa spadku pH. Ponadto
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profile enzymatyczne i aktywno$¢ mieszanin enzymow sg czgsto mato przewidywalne,
co daje zmienne odpowiedzi prowadzonych obserwacji (Muck i in., 2018).

Ochrong biatka roslinnego przed hydrolitycznym rozktadem mozna uzyskac takze
w wyniku zastosowania dodatkéw, majacych zdolno$¢ to tworzenia kompleksow
biatkowych, opornych na rozktad enzymatyczny, takimi dodatkami sa formaldehyd lub
taniny (Ke i in., 2022; Salawu, Acamovic, Stewart, Hvelplund, Weisbjerg, 1999).
Degradacja biatka wlasciwego zostata ograniczona, frakcja biatka rozpuszczalnego
w buforze byla dobrze zachowana w kiszonce z lucerny traktowanej formaldehydem,
a wzrost udzialu biatka nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie byl nieznaczny
(Ding, Guo, Ataku, 2013a; Guo i in., 2008).

Taniny to heterogenna grupa polifenoli, w ktérej wyrdzni¢ mozna dwie gtowne
podgrupy: taniny hydrolizujace i skondensowane (proantocyjanidyny). Zwiazki te sa
naturalnymi sktadnikami roslin, chronigcymi je przed patogenami (Aerts, Barry,
McNabb, 1999; Mueller-Harvey, 2006). Taniny tworza kompleksy z makroczgsteczkami
1 jonami metali w szczegdlnos$ci z biatkami. Zdolno$¢ taczenia si¢ z biatkami jest zalezna
od warto$ci pH, zatem jest to proces odwracalny i1 obejmuje zaré6wno efekty
hydrofobowe, jak 1 wigzania wodorowe. Ponadto taniny majg korzystny wpltyw na wyniki
produkcyjne zwierzat, wowczas gdy sa podawane w optymalnych ilo$ciach dla danego
gatunku (Aerts 1 in., 1999). Biologiczne wtasciwosci tanin wskazuja na potencjat
w zmniejszeniu proteolizy (Aguerre, Capozzolo, Lencioni, Cabral, Wattiauxn, 2016; He
11n., 2020). Ochrona biatka ma miejsce podczas produkcji kiszonki (Salawu 1 in., 1999),
jak 1 w zwaczu, co obniza jego rozpuszczalno$¢ 1 koncentracje azotu amoniakalnego
W plynie zwaczowym, zwigkszajac pule azotu nieamoniakalnego i aminokwasowego
przechodzacego do jelita cienkiego (Tabacco i in., 2006).

Wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe tanin majga szerokie spektrum dziatania,
w skutek ktorego mogg ograniczy¢ aktywno$¢ bakteryjnych enzymoéw w wyniku
wytracenia ich 1 tworzenia wigzan z ich btonami komoérkowymi (Wang 1 in., 2019).
Wykazano, ze zwiazki te zmniejszaja aktywnos¢ bakterii 1 plesni, ograniczaja konwersje
mleczanu do octanu, etanolu lub maslanu. Efektem zastosowania w zakiszaniu ro$lin
pastewnych jest ograniczenie degradacji biatka wlasciwego 1 zmniejszenie ilo$ci
zwigzkow azotowych rozpuszczalnych (Salawu 1 in., 1999). Potwierdzono, ze dodatek
hydrolizujacych tanin w zakiszaniu lucerny zmniejszyt skutecznie zakres proteolizy
(Chen 1 in., 2021a; Chen 1 in., 2021b; Tabacco i in., 2006). Dowiedziono rowniez, ze

dodatek mieszaniny tanin hydrolizujacych i skondensowanych moze efektywniej
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zmniejszy¢ koncentracj¢ azotu amoniakalnego, ograniczajgc liczebno$é grzybow
i aktywno$¢ proteaz lucerny (Chen i in., 2021c). Zakres efektywnosci stosowania
w sporzadzaniu kiszonek z lucerny szerzej zostat zbadany 1 opisany przez Ke i in. (2022).
Badania wykazaty istotnie nizszg zawarto$¢ azotu amoniakalnego 1 azotu
aminokwasowego, przy wyzszej koncentracji kwasu mlekowego w lucernie traktowanej
skondensowanymi taninami. Zastosowany dodatek zwigkszyt liczebnos¢ Pseudomonas
spp., ktora byta ujemnie skorelowana z aktywnoscig aminopeptydaz, a zmniejszyt
liczebnos¢ Pediococcus spp., ktory to z kolei byt dodatnio skorelowany z aktywnoscig
aminopeptydaz oraz koncentracja zwigzkow azotowych niebiatkowych, azotu
amoniakalnego i azotu wolnych aminokwasow. Natomiast taniny hydrolizujace obnizyty
liczebnos¢ Lactobacillus spp., powodujac wzrost liczebnos$ci Enterococcus spp., podczas
gdy w grupie traktowanej taninami skondensowanymi zanotowano przeciwstawne
wyniki. Jednym z wnioskéw przeprowadzonych badan byto wykazanie istotnych roznic
w mechanizmie dziatania obu grup tanin na struktur¢ mikrobiomu bakteryjnego kiszonek.
Zastosowanie kazdej z grup tanin pozwolito na efektywna redukcje zakresu przemian
proteolitycznych w zakiszanej lucernie (Ke i in., 2022).

Stosowane w do$wiadczeniach taniny mogg mie¢ charakter ekstraktow taninowych
pozyskiwanych m.in.: z kasztanowca, debu (Herremans, Decruyenaere, Beckers,
Froidmont, 2018), drzewa Kebraczo (Chen i in., 2021a), orzecha galasowego (Chen i in.,
2021b), mimozy czy migdatecznika (Salawu i in., 1999). Inne Zrodto tanin mozna
uzyska¢ poprzez dodatek rosliny zasobnych wtasnie w te polifenole, jak np. esparceta
siewna (Onobrychis viciifolia) (Wang, Barbieri, Berg, McAllister, 2007), komonica
zwyczajna (Lotus corniculatus L.) (Grabber, 2009), komonica btotna (Lotus
pedunculatus S.), seradela pastewna (Ornithopus sativus B.), zycica trwata (Lolium
perenne L.) (Aerts 1 in.,, 1999), czy koniczyna czerwona (Grabber, 2009).
Przeprowadzone badania wskazuja, ze stopien redukcji degradacji biatka lucerny zalezy
od rodzaju i poziomu zastosowanego dodatku tanin (Getachew i in., 2008; Ke i in., 2022).
Wang i in. (2007) wykorzystali esparcet¢ siewng naturalnie zasobng w taniny podczas
zakiszania lucerny, co poprawito jako§¢ fermentacji w silosach w skali laboratoryjne;.
Proporcja lucerny 1 esparcety siewnej dajgca optymalne zakiszenie i przebieg fermentacji
wedtug Wang 1 in. (2007) wynosita okoto 60:40. Dodatek esparcety siewnej obnizyt pH,
wplynal na zmiany ilo$ciowe i jako$ciowe struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek.
Udziat azotu rozpuszczalnego, niebiatkowego i amoniakalnego zmniejszyty sie liniowo

wraz ze wzrostem udzialu esparcety siewnej, co potwierdzito ograniczenie zakresu
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proteolizy (Wang i in., 2007). Wptyw tanin zawartych w esparcecie siewnej na jako$¢
fermentacji zbadali rowniez Huang i in. (2022), ktérzy zastosowali glikol polietylenowy
do dezaktywacji tanin, aby pozna¢ skutki ich obecnosci w roslinie. Badania
te potwierdzity, ze taniny zawarte w esparcecie siewnej istotnie wplywaja na ograniczenie
strat sktadnikoéw pokarmowych kiszonek, zmniejszajac koncentracje kwasu mlekowego
1 kwasu octowego, gdyz dziataty inhibitujaco na bogactwo i r6znorodnos¢ mikrobiomu
bakteryjnego. Dodatkowym atutem tanin zawartych w esparcecie siewnej byto hamujace
dziatanie na aktywno$¢ grzybow, co ma duze znaczenie przy jakosci sporzadzonych
kiszonek 1 mozliwos$ci ich przechowywania. Przeprowadzone badania nie obejmowaty
jednak oceny jako$ci bialka zakiszonej esparcety siewnej, a wsrod przedstawionych
wynikow nie zawarto wskaznikow proteolitycznych (Huang i in., 2022).

Koniczyna czerwona w poréwnaniu z lucerng wykazuje znacznie mniejszy stopien
proteolizy, co znajduje potwierdzenie w nizszej zawarto$ci puli azotu niebiatkowego.
Przyczyna jest naturalny mechanizm ochronny biatka, ktory zostal przypisany obecnym
taninom i aktywnosci oksydazy polifenolowej, enzymowi zawierajacemu miedz
1 naturalnie obecnemu w ro$linie (Sullivan, Hatfield, 2006). Enzym ten wystepuje
w tkankach roslinnych w formie aktywnej stanowiac okoto 10% 1 w formie uspionej, jest
to srednio 90%. Pierwsza forma wykazuje aktywnos¢ wewnatrz komorek przy pH
neutralnym, natomiast forma us$piona wymaga wzbudzenia, czyli jednoczesnego
uszkodzenia tkanek roslinnych, gdzie dojdzie do potaczenia enzymu 1 substratu, a takze
wymaga warunkow tlenowych. W nienaruszonych tkankach nie dochodzi do aktywacji
puli formy drugiej enzymu (Lee, Scott, Tweed, Minchin, Davies, 2008). Po scigciu lub
obrobce mechanicznej oksydaza polifenolowa w roélinie katalizuje utlenianie
endogennych o-difenoli do chinonoéw. Chinony za§ wykazuja wysoka reaktywno$¢
1 nastepnie polimeryzowane sg do usieciowionych kompleksow biatkowych, chronigc
biatko przed dziataniem proteaz i jednoczesnie je inaktywujac (Bittner, 2006; Lee,
Colmenero, Winters, Scollan, Minchin, 2006). Procesom tym towarzyszy ograniczenie
proteolizy i strat wielonienasyconych kwasow thuszczowych, gdyz enzym ten takze jest
inhibitorem lipolizy, dezaktywujac roslinne enzymy lipolityczne (Lee i in., 2004).
Chronione tym sposobem biatko moze stanowi¢ nawet 80% biatka whasciwego,
poprawiajac wykorzystanie azotu pochodzacego z paszy w zwaczu (Fijatkowska 1 in.,
2015; Winters, Minchin, 2001).

Lucerna charakteryzuje si¢ znacznie ograniczong aktywnos$cia oksydazy

polifenolowej (Lee i1 in., 2008), a rola ochronna biatka nie zostala odnotowana
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w zakiszaniu transgenicznej lucerny z ekspresja enzymu, ze wzgledu na brak
endogennego substratu fenolowego (Getachew i in., 2009). Stwierdzono zmniejszong
proteolize¢ w lucernie genetycznie zmienionej w celu ekspresji oksydazy polifenolowej,
gdy dodano o-difenol do zakiszania (Sullivan, Zeller, 2013). Warunki te moga zostaé
spelnione w naturalnym $rodowisku bez wymogu modyfikacji genetycznych. Zaréwno
substrat oksydazy polifenolowej, jak i o-difenol mozna dodawaé¢ do lucerny poprzez
zmieszanie roslin ze soba, czyli wspotzakiszanie. W kilku badaniach podjeto proby
zakiszania obu roslin wspdlnie w celu zmniejszenia proteolizy. Poczatkowo stwierdzono,
ze mieszanie koniczyny czerwonej z lucerng w stosunku 1:1 zmniejsza proteolizg o 70
punktéw % w stosunku do samodzielnego zakiszanie lucerny (Jones, 2000). Kolejnym
etapem byto zakiszenie dwuplonu lucerny i1 koniczyny czerwonej w réznych stosunkach
wysiewu, gdzie po zakiszeniu koncentracja rozpuszczalnego biatka i azotu wolnych
aminokwasOw zmniejszyla si¢ wraz ze wzrostem udziatu koniczyny czerwonej (Marley,
Fychan, Fraser, Winters, Jones, 2003). Za optymalny stosunek wysiewu uznano 1:1,
co nie odzwierciedla koncowych proporcji ro§lin w sporzadzonych kiszonkach ze
wzgledu na réznice we wzroscie. Dalsze badania dowiodly, iz wzrastajacy udzial
koniczyny czerwonej w zakiszaniu lucerny wplynat na liniowy spadek zawarto$ci azotu
catkowitego, niebiatkowego, peptydowego, wolnych aminokwasow 1 amoniaku, a frakcja
bialka nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie liniowo wzrastala. Podczas
zakiszania aktywnos¢ karboksypeptydazy, aminopeptydazy i proteinazy kwasnej
zmniejszyta si¢ wraz ze wzrostem udzialu koniczyny czerwonej. Generalnie za
optymalny stosunek mieszaniny obu roslin uznano 50:50, przy czym uwzgledniono takze
produkty fermentacji (Li i in., 2018a). Badania dynamiki fermentacji mieszaniny lucerny
z koniczyng czerwong w stosunku 1:1 wykazaly lepsze wilasciwosci fermentacyjne,
nizsza warto$¢ pH 1 wyzsza koncentracj¢ kwasu mlekowego. Wspoéizakiszanie wptyneto
na opdzniong przemiang¢ azotu, co w efekcie pozwolito uzyskaé¢ znacznie obnizong
zawarto$¢ wolnych aminokwasow, wyzszy udzial azotu peptydowego i zmniejszony
poziom azotu amoniakalnego juz po 14 dniach kiszenia. R6znice w tempie degradacji
biatka wtasciwego pomiedzy mieszaning roslin, a czysta koniczyng czerwong nie byty
istotne do 14 dnia fermentacji (Dong, Chen, Li, Yuan, Shao, 2019).

Wykorzystujac wiedze w zakresie aktywnosci enzymoéw zbadano wplyw obrobki
termicznej na zahamowanie proteolizy w zakiszaniu lucerny. Zielonk¢ poddano dziataniu
temperatury 100°C w dehydratorze przez czas 2 minut. Nastgpstwem byt spadek

aktywnos$ci proteaz o 34%, wzrost wydajnosci syntezy biatka mikrobiologicznego o 28%,
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co zwigkszyto pule aminokwasow trawionych w jelicie cienkim o 42% (Broderick, Yang,
Koegel, 1993; Charmley, Veira, 1990a; Charmley, Veira, 1990Db).

Odmiennym podejsciem do redukcji rozktadu biatka wlasciwego lucerny podczas
zakiszania byta inaktywacja enzymow rosliny w autoklawie lub sterylizacja promienia .
Poddana obrobce lucerna zostata zaszczepiona bakteriami kwasu mlekowego i wowczas
dopiero zakiszona. Rezultatem byta istotnie mniejsza zawarto$¢ zwiazkéw azotowych
niebiatkowych, azotu wolnych aminokwasdéw, amoniakalnego 1 peptydowego.
Dezaktywacja enzymow w autoklawie pozwolila na uzyskanie znacznie mniejszej puli
azotu niebiatkowego w poréwnaniu do grupy traktowanej promieniami y czy kiszonka
kontrolng (Ding, Long, Guo, 2013b).

Mozliwo$ci ograniczenia proteolizy w zakiszaniu lucerny poszukiwano takze
w dodatku produktow ubocznych. Jedng ze skutecznych préb byt dodatek wyttokow
jabtkowych 1 winogronowych, bogatych w liczne polifenole, o niskim pH w zakresie 3,4
do 4,2. Wytloki wlaczone do zakiszania lucerny ograniczyly znacznie proteolize,
koncentracja azotu niebiatkowego zmniejszyta si¢ $rednio o 63 punkty %, a zawarto§¢
azotu amoniakalnego ponad trzy krotnie byta nizsza (Ke 1 in., 2015). Dodatek produktu
ubocznego z produkcji kwasu cytrynowego pozwolil na znacznie szybsze tempo
obnizenia pH juz od trzeciego dnia fermentacji lucerny, ograniczajac tym samym pule
azotu amoniakalnego i ogdlna liczebno$¢ Enterobacteriaceae, przy niskiej liczebnosci

bakterii fermentacji mlekowej, co wykazali Tao i in. (2020a) oraz Tao i in. (2020b).

2.5. Proponowane metody ograniczenia proteolizy w zakiszaniu

lucerny

Wykorzystujac dotychczasowa wiedze warto zwrdci¢ uwage ponownie na taniny
w zakiszaniu lucerny. Obecnie przeprowadzone badania obejmowaty dodatek ekstraktow
taninowych pozyskiwanych z r6znych gatunkow roslin, ktore w wigkszosci nie nalezaty
do upraw paszowych. Natomiast nie podj¢to prob aplikacji dodatku w innej formie, jak
na przyktad dodatek roslin naturalnie zasobnych w taniny. W grupie roslin pastewnych
wysoka zawarto$cig tychze zwigzkoOw moze wyr6dzni¢ si¢ m.in. komonica zwyczajna,
nalezaca do wieloletnich ro$lin bobowatych drobnonasiennych. Ro$lina ta jest odporna
na wiele stresow $rodowiskowych, a ponadto ma niskie wymagania glebowe. Uprawa
moze by¢ prowadzona w siewie czystym badz tez w wielu krajach wystepuje
mieszankach z trawami (Aerts i in., 1999; Dear, Moore, Hughes, 2003; Striker, Insausti,

Grimoldi, Ploschuk, Vasellati, 2005). Komonica zwyczajna poza taninami, zasobna jest
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w flawonoidy, kwas oleanolowy i saponiny. Czgsto zajmuje wazne miejsce w skladzie
runi pastwiskowej, poniewaz dzigki obecnosci wtornych metabolitow wykazuje dzialanie
przeciwpasozytnicze (Aerts 1 in., 1999), przeciwutleniajace, immunomodulujace (Lin,
Kuo, Chou, 2002), a takze przeciwzapalne 1 przeciwbolowe (Wang, Gao, Kou, Zhu, Yu,
2008). Literatura podaje, ze zawartos¢ tanin w tejze ro$linie moze waha¢ si¢ od
2 — 14 g-kg? suchej masy (Hedqvist, Mueller-Harvey, Reed, Krueger, Murphy, 2000;
Grabber, 2009), a nawet do 21 — 39 g-kg™ suchej masy (Woodward, Laboyrie, Jansen,
2000). Koncentracja powyzszych zwigzkow biologicznie aktywnych zalezy od regionu
uprawy, klimatu i warunkéw §rodowiskowych. Dodatkowym czynnikiem wyjasniajacym
tak wysokie roznice jest zastosowana metoda analityczna 0znaczenia poziomu tanin
(Hedgvist i in., 2000).

Wykorzystujac wlasciwosci biologiczne tanin przeprowadzono doswiadczenie,
samodzielnego zakiszenia lucerny, koniczyny czerwonej i komonicy zwyczajnej, ktora
uzyskata najnizsza zawarto$¢ frakcji bialka nierozpuszczalnego w neutralnym
detergencie 1 biatka nierozpuszczalnego w kwasnym detergencie, a takze zmniejszony
udzial azotu amoniakalnego (Hymes-Fecht, Broderick, Muck, Grabber, 2013). Powyzej
cytowane badania obejmowaly jedynie wplyw na zakres proteolizy samodzielnie
zakiszanych roslin. Nie dotyczyly wspotzakiszania lucerny z komonicg zwyczajng jako
Zrddia tanin, co mogtoby pozwoli¢ na pozyskanie nowych informacji, a wedtug Hymes-
Fecht i in. (2003) komonica zwyczajna jest rownie wartoscig rosling do zakiszenia
podobnie jak lucerna.

Nastepnym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie tuski bobiku, bedacej produktem
ubocznym uszlachetniania nasion bobiku i jednocze$nie bedacej zrodlem tanin oraz
pelniacej funkcje absorbentu, zwlaszcza gdy zielonka z lucerny jest zbyt wilgotna.
Zawarto$¢ skondensowanych tanin w konwencjonalnych odmianach bobiku wynosi
$rednio od 5 g do 10 g-kg™ suchej masy. Niemniej jednak nasiona bobiku sktadaja si¢
z tuski, czyli okrywy nasiennej 1 bielma, ktorych sklad chemiczny 1 warto$¢ odzywcza
jest zroznicowana (Duc, Marget, Esnault, Guen, Bastiannelli, 1999). W nasionach
bobiku, taniny koncentruja si¢ gtdwnie w tusce 1 dlatego tez moga by¢ tatwo eliminowane
poprzez proces obtuszczenia (Duc i in., 1999). Duc i in. (1999) podaja, ze od 137 g do
146 g-kg? suchej masy nasion stanowi tuska. Wyniki te potwierdza praca Milczarek,
Osek (2016), gdzie udziat tuski wynosit $rednio 133 g-kg™* suchej masy, a udziat bielma
odpowiednio 867 g-kg? suchej masy nasion. Wedtug van der Poel, Gravendeel, Boer

(1991) po obtuszczeniu poziom tanin w tusce wahat si¢ od 5,80% do 7,60%, natomiast
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w bielmie wynosit od 0,56% do 0,65%. Wynikiem tego zabiegu uszlachetniajacego jest
powstanie produktu ubocznego jakim jest tuska, ktora z kolei jako zrédlo tanin moze
zosta¢ powtornie wprowadzona do tancucha produkcyjnego jako by-product, podczas
gdy bielmo nasion bedzie gtownym zrddltem biatka roslinnego (Carmo i in., 2020;
Neacsu, McBey, Johnstone, 2017; Singh, Singh, Shevkani, Singh, Kaur, 2017). Poziomy
zawarto$ci tanin podane w literaturze sa warto§ciami orientacyjnymi, zaleznymi od
odmiany bobiku, agrotechniki, warunkéw Srodowiskowych, ale rowniez zastosowanej
metody analitycznej do okreslenia ich poziomu (van der Poel i in., 1991). Niemniej
jednak niezaleznie od zréznicowanego poziomu tanin w tusce, nie przeprowadzono
dotychczas badan na temat mozliwosci wykorzystania tuski jako zrdédla tanin
w zakiszaniu roslin, w tym wilasnie lucerny. Zastosowanie tuski bobiku zgodnie z obecna
wiedzg na temat aktywnos$ci tanin moze ograniczy¢ proteolizg, a jednocze$nie by¢
innowacyjnym sposobem zagospodarowania produktu ubocznego, wprowadzajac go
powtdrnie do tancucha zywieniowego (Carmo i in., 2020; Ke i in., 2022).

W oparciu o dotychczasowe doniesienia w literaturze, za najistotniejszy czynnik
odpowiedzialny za zakres proteolizy uznaje si¢ tempo zmian pH, ktoére moze by¢
modyfikowane (Jones, 2000). Ditlenek wegla powinien w bardzo krotkim czasie wyprzeé
tlen obecny w zakiszanej masie, ze wzgledu na wyzsza gestos¢ gazu (Mazzoldi, Hill,
Colls, 2008), lub kompensowa¢ niewystarczajagce wypetnienie wolnych przestrzeni
powietrzem, a tym samym skroci¢ fazg tlenowa zakiszania. W szczegolnosci pozwoli to
na zahamowanie dziatalnosci mikroorganizmow tlenowych 1 w efekcie zmniejszy¢
tlenowe straty cukréw oraz obnizy¢ temperature¢ zakiszane] masy. Ze wzgledow
praktycznych aplikacja ditlenku wegla w postaci gazowej jest wrecz niemozliwa
w trakcie produkcji pasz objetosciowych. Rozwigzaniem moze by¢ dodatek suchego
lodu, czyli ditlenku wegla, ktory wystepuje w stanie stalym w temperaturze -78,8°C,
a przy wzroscie temperatury przechodzi w stan gazowy (sublimacja). Ze wzgledu na
wlasciwosci ma szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, np. czyszczenie
suchym lodem, dezynfekcja Zzywnosci, przechowywanie w niskich temperaturach czy
granulacja farmaceutyczna. Suchy 16d jest produktem ubocznym przemystu chemicznego
powstajacym w najwigkszych ilosciach przy produkcji amoniaku. Skompresowany do
stanu statego jest nieszkodliwy 1 moze zostaé wykorzystany powtérnie w innych
galeziach gospodarki (Chen, Zhang, 2014; Liu, Maruyama, Matsusaka, 2010; Witte i in.,
2017).
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Wedtlug literatury (Nussbaum, 1996) ditlenek weglaw formie suchego lodu z kwasu
weglowego ma niskg temperature i zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ ciepta w silosie
w poréwnaniu z kwasem weglowym pochodzacym z biologicznego utleniania lub
naturalnych procesow fermentacyjnych. Pierwsze badania dotyczace zastosowania
suchego lodu w produkcji kiszonek dotyczyly wtasnie lucerny i zostaly opublikowane
w 1962 roku w formie streszczenia (Mentler, 1962). Autor pracy przeanalizowal
zawarto$¢ podstawowych sktadnikow odzywczych i wybrane parametry fermentacji.
W przeprowadzonych badaniach Mentler (1962) wykazat, ze w skali laboratoryjnej
zastosowanie dawki od 2 g do 14 g suchego lodu-dm™ nie miato wptywu na jako$é
sporzadzonej kiszonki, a straty sktadnikow pokarmowych byly zbiezne dla wariantéw
doswiadczalnych i grupy kontrolne;.

Rekomendowany poziom suchego lodu wynosi 1 kg-m™ kiszonki (Nussbaum,
1996). Dodatek suchego lodu w badaniach Nussbaum (1996) nie wptynat jednak na
poprawe jako$ci procesu fermentacji kiszonki z kukurydzy. Badania Thaysen (1996)
wykazaty zmniejszenie strat podczas kiszenia kukurydzy oraz wyzsza jakos¢ fermentacji.

Wprowadzajac suchy 16d do zakiszanej masy wprowadzamy ditlenek wegla, ktory
moze wydawac si¢ niepozadany ze wzgledu na emisj¢ do Srodowiska. Jednak tlen, ktory
wystepuje miedzy czastkami roslin w pierwszej fazie fermentacji takze jest
metabolizowany do ditlenku wegla, tak wigc wprowadzajac suchy 16d nie wplywamy
negatywnie na Srodowisko. Szybciej mozemy uzyska¢ warunki beztlenowe w zakiszanej
roslinie, skracajac procesy zachodzace w poczatkowe;j fazie kiszenia. Powstaly w wyniku
sublimacji ditlenek wegla moze takze wptynac¢ na zakwaszenie srodowiska, obnizajac pH
juz na poczatku fermentacji. Szybko$¢ sublimacji uwarunkowana jest takimi czynnikami,
jak temperatura, ci$nienie, wilgotnos$¢ oraz wielkos$¢ granul (Mazzoldi i in., 2008).

Dotychczas w zakiszaniu zbadano wplyw suchego lodu na sktad chemiczny,
wybrane parametry fermentacji, straty sktadnikow odzywczych w kiszonce z lucerny,
a takze mozliwosci poprawy stabilnosci tlenowej kiszonki z kukurydzy. Jedynie
Nussbaum (1996) przedstawil zmiany temperatury, pH, liczebnos$ci bakterii oraz drozdzy
w roznych odstgpach czasowych. Istniejace badania nie wskazuja jednoznacznie na
zakres dziatania suchego lodu w zakiszaniu roslin paszowych. Obszar badan dotychczas
byl zawgzony jedynie do kiszonki z kukurydzy. Dotychczas nie podjeto prob dodatku
suchego lodu do innych surowcow kiszonkarskich. Podobnie nie analizowano wptywu
tego dodatku na jakos$¢ biatka. Dodatkowym argumentem jest mozliwo$¢ znalezienia

kolejnej $ciezki wykorzystania suchego lodu jako produktu ubocznego przemystu.
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3. Hipotezy badawcze

Dotychczasowy stan wiedzy nad mozliwoscia hamowania proteolizy podczas
procesu zakiszania i poprawy jakosci biatka Kiszonki z lucerny pozwala postawié
nastepujace hipotezy badawcze:

1. wspotzakiszanie lucerny z komonicg zwyczajng jako zrddlem tanin moze
pozwoli¢ na ograniczenie hydrolizy biatka wtasciwego, w wyniku tworzenia kompleksow
taninowo-biatkowych, jednocze$nie nie obnizajac wartosci biatkowej sporzadzonych
kiszonek;

2. dodatek tuski bobiku jako zZrdédla tanin, jednocze$nie pelnigcego funkcje
absorbentu moze zredukowac proteolize biatka lucerny, poprawiajgc przy tym parametry
fermentacji kiszonek, a dodatkowo pozwoli¢ na nowy kierunek zagospodarowania
produktu ubocznego procesu obtuszczania nasion bobiku;

3. ditlenek wegla powstaly podczas sublimacji suchego lodu moze wptyna¢ na
modyfikacj¢ atmosfery gazowej srodowiska zakiszanej masy lucerny, skracajac tlenowa
faze fermentacji, ograniczajac straty cukrow, tworzac kompleks mikroorganizmow
pozadanych, co w efekcie pozwoliloby na szybsze zakwaszenie masy roslinnej
1 zahamowanie aktywnosci ro§linnych enzymow proteolitycznych, redukujac degradacje
biatka wtasciwego;

4. zastosowane dodatki poprzez wprowadzenie hamujacych tanin lub skrécenie fazy

tlenowej zakiszania moga wptyna¢ pozytywnie na mikrobiom kiszonek z lucerny.
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4. Cele pracy

Niniejsza praca miata na celu:

1. ocen¢ wptywu dodatkow o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na
sktad frakcji biatkowych, rozktadalno$¢ zwaczowag in vitro biatka oraz mikrobiom
sporzadzonych kiszonek, jak i roéwniez okreslenie optymalnego poziomu
zastosowanych dodatkow;

2. ocen¢ mozliwos$ci wykorzystania tuski bobikowej jako dodatku do zakiszania
lucerny;

3. porownanie zastosowania komonicy zwyczajnej i tuski bobikowej, pelnigcych
role r6znych zrddet tanin, jako czynnikéw potencjalnie hamujacych przemiany
proteolityczne biatka lucerny podczas zakiszania;

4. oceng skuteczno$ci dodatku suchego lodu w zalezno$ci od stopnia przewig¢dniecia

lucerny.
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5. Material i metody badan
5.1. Uklad doswiadczen

Postawione w pracy hipotezy i cele zostaly zrealizowane w trzech zadaniach
badawczych, wykonanych w latach 2020 — 2022. W poszczegélnych zadaniach
analizowano wptyw réznych poziomow wybranego dodatku komonicy zwyczajnej, tuski
bobiku i suchego lodu na sktad chemiczny, frakcje weglowodanowe, frakcje biatkowe,
wybrane parametry fermentacji, rozkladalno$¢ zwaczowsg in vitro biatka ogdlnego
i suchej masy oraz mikrobiom sporzadzonych kiszonek.

W zadaniu badawczym I sporzadzono kiszonki z lucerny i komonicy zwyczajnej

zgodnie z proporcjami przedstawionymi na Schemacie 3.

GO —_— lucerna 100% : komonica zwyczajna 0%
Gl —_— lucerna 90% : komonica zwyczajna 10%
G2 — lucerna 80% : komonica zwyczajna 20%
G3 —_— lucerna 70% : komonica zwyczajna 30%
G4 — lucerna 60% : komonica zwyczajna 40%
G5 —_— lucerna 50% : komonica zwyczajna 50%

Schemat 3. Schemat doswiadczenia realizowanego w zadaniu badawczym 1 (zrédlo:

opracowanie wlasne)

W zadaniu badawczym II sporzadzono kiszonki lucerny z r6znym dodatkiem tuski
bobiku (Schemat 4). Poza podstawowa grupg kontrolng — ,,negatywna”, obejmujaca
zakiszenie lucerny bez dodatku, kazdemu poziomowi dodatku *tuski bobikowej
odpowiadat analogiczny dodatek stomy pszennej jako absorbentu stanowigcego grupe

kontrolng ,,pozytywna”.
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T1 —

K1 —

T2 —

K2 —

T3 —]

K3 —]

T4 —

K4  —

T5 —

K5 —

T6 —

K6 —

T7 —

K7 —

T8 —

K8 —

Schemat 4. Schemat do$wiadczenia

opracowanie wlasne)

lucerna + tuska bobiku 0%

lucerna + tuska bobiku 1,2%

lucerna + stoma pszenna 1,2%

lucerna + tuska bobiku 2,4%

lucerna + stoma pszenna 2,4%

lucerna + tuska bobiku 3,6%

lucerna + stoma pszenna 3,6%

lucerna + tuska bobiku 4,8%

lucerna + stoma pszenna 4,8%

lucerna + tuska bobiku 6,0%

lucerna + stoma pszenna 6,0%

lucerna + tuska bobiku 12,0%

lucerna + stoma pszenna 12,0%

lucerna + tuska bobiku 18,0%

lucerna + stoma pszenna 18,0%

lucerna + tuska bobiku 24,0%

lucerna + stoma pszenna 24,0%

realizowanego w zadaniu badawczym II

(zrodto:
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W zadaniu badawczym III sporzadzono kiszonki z lucerny, uwzgledniajac dwa

czynniki: poziom dodatku suchego lodu (0 g, 0,59, 1 g, 2 g) i stopien przewigdnigcia

surowca (0—-0h, I - 12 h, Il — 24 h) (Schemat 5).

poziom dodatku suchego lodu

stopien przewiedniecia

lucerna + 0 g suchy léd

lucerna + 0,5 g suchy lod

Schemat 5. Schemat doswiadczenia realizowanego w

opracowanie wiasne)

Oh

|

12 h

|

24 h

|

Oh

|

12h

|

24 h

zadaniu badawczym Il (zrodto:
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5.2.  Przygotowanie kiszonek
Badania przeprowadzono na materiale roslinnym pochodzagcym z plantacji
komercyjnych, zlokalizowanych na terenie potnocnej Polski w obrebie jednej gminy, co

pozwolito na sporzadzenie kiszonek w oparciu o zblizone warunki glebowo-klimatyczne.

5.2.1. Zadanie badawcze |

Kiszonki doswiadczalne sporzadzono z lucerny siewnej i komonicy zwyczajnej,
pochodzacych z plantacji komercyjnych, zlokalizowanych w pdinocnej Polsce
(54°13"21"N, 20°48'16"E). Lucerna zostala zebrana w drugim roku, a komonica
zwyczajna w pierwszym roku uzytkowania plantacji. Zbior zielonek przeprowadzono
w 2020 roku, w pierwszym pokosie, w fazie poczatku pgkowania dla kazdej z roslin, na
wysokosci 5 cm, kosiarka dyskowa Krone AM 283 S (Krone GmbH, Spelle, Niemcy),
w godzinach 12:00 — 13:00. Obie zielonki roztozono na pokosach i pozostawiono do
kolejnego dnia w celu przewiedniecia w warunkach wiaty gospodarczej z zadaszeniem.
Nastepnie zebrany materiat ros§linny zostat rozdrobniony r¢cznie do $redniej dlugosci
sieczki 25 mm, z ktorego przygotowano mieszaniny lucerny z komonica zwyczajng
wedtug uktadu doswiadczenia (Schemat 3). Wymieszany materiat roslinny zostat
zageszczony do 750 kg $wiezej masy (FM)-m™ w mikrosilosach 0 objetosci 1 dm?,
w trzech powtorzeniach dla kazdego wariantu doswiadczalnego. Proby zielonki zostaly

pobrane po przewig¢dnieciu, a proby kiszonek po otwarciu mikrosilosow.

5.2.2. Zadanie badawcze 11

Kiszonki doswiadczalne zostaly sporzadzone z lucerny siewnej, pochodzacej
z plantacji komercyjnej, zlokalizowanej w pdinocnej Polsce (54°13'21"N, 20°48'16"E).
Zbior zielonki przeprowadzono w 2020 roku, w drugim roku uzytkowania plantacji.
Zielonka pochodzita z drugiego pokosu, zebrana zostala w fazie poczatku pakowania
roslin na wysoko$ci 5 cm, kosiarkg dyskowa Krone AM 283 S (Krone GmbH, Spelle,
Niemcy), w godzinach 12:00 — 13:00. Zielonke pozostawiono do kolejnego dnia w celu
przewigdniecia W warunkach wiaty gospodarczej z zadaszeniem. Zebrany materiat
roslinny zostat rozdrobniony r¢cznie do sredniej dtugosci sieczki 25 mm. Luska bobiku
pochodzita z nasion odmiany Bobas z plantacji komercyjnej, polozonej w potnocne;j
Polsce (54°12'32"N, 20°47'01"E), na ktorej wysiano kwalifikowany materiat siewnych
C1. Luskg bobiku pozyskano w wyniku mechanicznego procesu obtuszczenia zebranych

nasion. Stoma pszenna wykorzystana w doswiadczeniu pochodzita ze zbiorow
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z uprzedniego roku 2019, sktadowana byta w odpowiednich warunkach do zachowania
jej bardzo dobrej jakosci mikrobiologicznej. W oparciu o uktad doswiadczenia (Schemat
4) przygotowano mieszaniny lucerny z tuskg bobiku oraz lucerny z dodatkiem stomy
pszennej, ktore zostaty zageszczone do 750 kg FM-m™ w mikrosilosach o objetosci
1 dm3, w trzech powtdrzeniach dla kazdego wariantu do$wiadczalnego. Proby zielonki
zostaty pobrane po przewiednigciu lucerny, a proby kiszonek po otwarciu mikrosiloséw.

Probe tuski bobiku pobrano po obtuszczeniu.

5.2.3. Zadanie badawcze 111

Kiszonki doswiadczalne sporzadzono z lucerny siewnej, zebranej w drugim roku
uzytkowania plantacji, potozonej w poinocnej Polsce (54°12'03"N, 20°49'33"E) w 2022
roku. Zbior zielonki przeprowadzono w pierwszym pokosie w fazie poczatku pgkowania
roslin na wysokosci 5 cm, kosiarka dyskowa Krone AM 283 S (Krone GmbH, Spelle,
Niemcy), w godzinach 12:00 — 13:00. Czg$¢ zielonki zostata zebrana bezposrednio po
Scigciu (0 h wiednigcia), pozostatg czes$¢ zielonki roztozono na pokosach, 0 takiej samej
grubos$ci w warunkach wiaty gospodarczej z zadaszeniem i pozostawiono przez 12 h
I 24 h do przewigdnigcia. Zebrang zielonkg rozdrobniono mechanicznie do $redniej
dlugos$ci sieczki 25 mm. Zielonka $wieza 1 przewiednigta zostala zakiszona
w mikrosilosach o objetoéci 1 dm3, w trzech powtérzeniach dla kazdego wariantu
doswiadczalnego wedlug Schematu 5. Podczas sporzadzania kiszonek po zageszczeniu
50% masy zielonki w mikrosilosie dodawano suchy 16d w formie granul o $rednicy
16 mm i kontynuowano zaggszczanie masy roslinnej do ustalonego poziomu (750 kg
FM-'m?3). Mikrosilosy zaopatrzone w rurki fermentacyjne zostaly zamknigte
po zakonczeniu zaggszczania materialu roslinnego. Proby zielonki zostaty pobrane
bezposrednio po $cigciu oraz po 12 h i 24 h wiednigcia lucerny, a proby kiszonek po

otwarciu mikrosilosow.

5.3.  Analizy chemiczne
Kiszonki z kazdego zadania badawczego zostaly otwarte po 90 dniach.
Reprezentatywne proby zielonek po zbiorze i kiszonek po otwarciu mikrosilosow
z kazdego powtdrzenia wariantu doswiadczalnego zamrozono w -25°C, a pozostatos¢
prob podsuszono w 60°C przez 48 h w podsuszarce Binder FED 115 (Binder, GmbH,
Tuttlingen, Niemcy), a nastgpnie zmielono w mtynku do materiatow wtoknistych (ZM

200, Retsch, Haan, Niemcy) do czastek o wielkosci 1 mm.
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Uprzednio przygotowany materiat roslinny zostat poddany analizom chemicznym,

ktorych zakres wykonania dla poszczegolnych prob przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zakres wykonanych analiz chemicznych (zrodto: opracowanie whasne)

Analiza chemiczna

Zielonki

Luska bobiku

Kiszonki

Podstawowy sktad chemiczny

Sucha masa
Popi6tl surowy
Biatko ogdlne
Thuszczu surowy

W1io6kno surowe

+ + 4+ + +

+ + 4+ + +

+ + 4+ + o+

Frakcje weglowodanowe

WSC
NDF
ADF
ADL

+ + + o+

+ + + o+

Frakcje biatkowe

TP
SCP

NDICP
ADICP

+ + 4+ o+

Pojemnos¢ buforowa

Poziom tanin

]+ + + + o+

Parametry fermentacji

pH

N-NH3

etanol

kwas mlekowy

kwas octowy

kwas propionowy
kwas izomastowy
kwas mastowy

kwas izowalerianowy
kwas walerianowy

+ + + + + + + + + 4+

Poziom tanin zostat oznaczony w zielonce z komonicy zwyczajnej i tusce bobiku.
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Oznaczenia analityczne przeprowadzono wedtug nastepujacych procedur:

zawarto$¢ podstawowych sktadnikéw pokarmowych, tj. sucha masa (SM), popiot
surowy (PS), biatko ogolne (BO), tluszczu surowy (TS), widkno surowe (WS),
oznaczono z wykorzystaniem standardowych metod AOAC (2016);

frakcje weglowodanow strukturalnych, tj. wiokno neutralno-detergentowe (NDF)
oznaczono z uzyciem termostabilnej amylazy i1 wyrazono bez pozostatosci
popiotu, wiokno kwasno-detergentowego (ADF) wyrazono bez pozostatosci
popiotu i lignina kwasno-detergentowa (ADL), analizowane zgodnie z metodyka
Van Soest, Robertson, Lewis (1991), przy uzyciu analizatora wtékna ANKOM?2°
(ANKOM Technology Corp., Macedon, Nowy Jork, USA);

zawarto$¢ weglowodandow rozpuszczalnych w wodzie (WSC) analizowano
metoda antronowg wedtug Thomas (1977) przy uzyciu spektrofotometru EPoll 20
BI1O (Poll Limited Sp. z 0.0., Warszawa, Polska);

pojemnos¢ buforowa zostata oznaczona wedlug metody McDonald, Henderson
(1962) z wykorzystaniem kwasu mlekowego;

analiz¢ bialka wlasciwego (TP) wytrgconego przy uzyciu kwasu
trichloroocotwego o stezeniu 10%, a takze frakcji biatka ogdlnego czgsci
rozpuszczalnej w buforze boranowo-fosforanowym (SCP), biatka ogdlnego
cze$ci nierozpuszczalnej w neutralnym detergencie (NDICP) i biatka ogolnego
czesSci nierozpuszczalnej w kwasnych detergencie (ADICP), wykonano w oparciu
opisu metodycznego wedtug Licitra i in. (1991);

zawarto$¢ azotu amoniakalnego (N-NHs) okreslono metodg bezposredniej
destylacji przy uzyciu aparatu do destylacji 2100 Kjeltec (Foss Analytical A/S,
Hiller6d, Dania);

kwasowos¢ mierzono pH-metrem HI 8314 (Hanna Instruments, Woonsocket,
Rhode Island, USA);

koncentracj¢ kwasu mlekowego i lotnych kwasow ttuszczowych (LKT) tj. kwasu
octowego, propionowego, izomastowego, mastowego, izowalerianowego,
walerianowego, a takze etanolu okreslono wedluig metody podanej przez
Kostulak-Zielinska, Potkanski (2001) oraz Gasior (2002). Proby zostaty
zhomogenizowane w pigciokrotnej w stosunku do masy proby objetosci wody,
nastepnie przesaczone 1 wycisni¢te przez gaz¢ miynska. Uzyskany filtrat

ponownie przesaczono (mickki saczek), odbiatczono 24% roztworem kwasu
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1w czasie 7 minut).

metafosforowego 1 odwirowano (13000 obr-min
W supernatancie oznaczono zawarto$§¢ kwasu mlekowego, LKT oraz etanolu.
Rozdziat i oznaczanie LKT przeprowadzono metodg chromatografii gazowej przy
uzyciu chromatografu gazowego Varian 450-GC z uzyciem autosamplera Varian
CP-8410 (Varian Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA), z wykorzystaniem detektora
ptomieniowo—jonizacyjnego (FID), kolumny kapilarnej CP-FFAP o dtugosci 25
m, $rednicy wewnetrznej 0,53 mm, grubosci filmu 1,0 um. Wielko$¢ nanoszonej
proby 1,0 ul. Temperatura detektora wynosita 260°C, dozownika 200°C,
a kolumny 90°C — 200°C. Gazem no$nym byt hel (przeptyw 5,0 ml-mint). Kwas
mlekowy oznaczono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC,
SHIMADZU, Kioto, Japonia), z przeptywem izokratycznym. Do rozdziatu uzyto
kolumny METACARB 67H (ORGANIC ACIDS COLUMN) firmy Varian
(Varian Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA), fazy nos$nej w postaci 0,002 M
roztworu kwasu siarkowego w wodzie dejonizowanej, zastosowano przeptyw
1 cm®min?t, detektor UV, 210 nm. Wykorzystano metode standardu
zewngtrznego w oparciu o wzorce analizowanych kwasoéw 1 etanolu firmy
SUPELCO (Sigma-Adrich, Company Ltd., Saint Louis, MI, USA), za$§ wzorzec

kwasu mlekowego — firmy FLUKA (Chemie GmbH, Buchs, Switzerland);
e poziom tanin w zielonce z komonicy zwyczajnej i tusce bobiku analizowano
z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej zgodnie z normg BN-90/79160-62.
Okreslenie poziomu tanin wykonano w Krajowym Laboratorium Pasz Instytutu
Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego w Lublinie. Pozostate analizy
chemiczne zostaly wykonane w Laboratorium Katedry Zywienia Zwierzat,

Paszoznawstwa i Hodowli Bydta, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

5.4. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro

Dynamike¢ rozktadalnosci zwaczowej SM i BO zielonek i kiszonek oznaczono
in vitro metodg grawimetryczng z uzyciem inkubatora Daisy II (ANKOM Technology,
Fairport, Nowy Jork, USA) oraz woreczkow filtracyjnych F57 firmy ANKOM,
0 wymiarach 5,0 x 5,5 cm i wielkosci porow 25 um (ANKOM Technology, Fairport,
Nowy Jork, USA). Postepowano zgodnie z procedurg firmy ANKOM oraz metodg
opisang przez Trujillo, Marichal, de Carriquiry (2010). Do analizy przeznaczono proby
pasz powietrznie suchych. Woreczki filtracyjne przeptukano w acetonie w celu usunigcia

zwigzkow powierzchniowo-czynnych i catkowicie wysuszono, a nastepnie zwazono
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w celu uzyskania masy pustego woreczka. Kolejno do opisanych woreczkéw nawozono
0,25 g paszy, po czym szczelnie zamknigto za pomoca zgrzewarki Heat Sealer#1915
(ANKOM Technology, Fairport, Nowy Jork, USA). Przygotowane woreczki filtracyjne
wraz z proébami paszy umieszczono w naczyniach inkubatora Daisy Il w ilosci
24 woreczkéw w kazdym z czterech naczyn. Roztozenie woreczkéw bylo rownomierne
po obu stronach przegrody w kazdym naczyniu inkubacyjnym. Woreczki zostaty
umieszczone W mieszaninie ptynu zwaczowego i roztworze mieszaniny buforow A i B
w temperaturze 39°C + 2°C. Mieszanina sktadata si¢ z 1600 ml mieszaniny buforu B
(w sktadzie ktorego byty: Na2COz i NaxS-9H»0) i buforu A (w sktadzie ktorego byty:
KH2PO4, MgSO4-7H20, NaCl, CaCl,-2H,O, mocznik) w stosunku 1:5 oraz 400 ml
przefiltrowanego ptynu zwaczowego. Donorami ptynu zwaczowego byto pie¢ owiec rasy
Polska owca dlugowelnista odmiana kamieniecka z przetokami dozwaczowymi (zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej nr 73/2021). Owce byly karmione standardowa dieta zgodnie
z normami zywienia INRA (2009). Ptyn zwaczowy byl pobierany okoto 1,5 h po
porannym karmieniu, przefiltrowany przez dwuwarstwowa gaze serowarska do
szczelnego pojemnika ze statym dostepem ditlenku wegla (CO2). W warunkach
laboratoryjnych ptyn odwirowano w wirowce laboratoryjnej MPW-350R (MPW
INSTRUMENTS, Warszawa, Polska) z predkoscia 3000 obr-min™ przez 30 sekund,
celem oderwania mikroorganizmow zwigzanych z tresciag pokarmowg i utrzymania
wilasciwych warunkow mikrobiologicznych dla analizy in vitro. Ponownie filtrowano
plyn z uzyskang masg przez czterowarstwowa gaze serowarska do kolby, gdzie byt ciggle
przepuszczany COa.

Proby paszy jako oznaczone woreczki w naczyniach inkubowano przez okres 0, 2,
4,8, 24148 h, w ilosci woreczkéw dla kolejnych przedziatow czasowych: 0 h — 3 szt., 2,
4,8, 24 h—6szt., 48 h—9 szt. Woreczki godziny 0 byty moczone w wodzie destylowanej
o temperaturze 39°C + 2°C przez okres 15 minut. Po zakonczeniu inkubacji woreczki
wyjeto z naczynia, optukano zimng, biezagcg wodg. Nastepnie wyptukano w wodzie w 3
cyklach. Woreczki z pozostatoscia po inkubacji wysuszono do stalej masy
w temperaturze 60°C nie dluzej niz przez 48 godzin w suszarce laboratoryjnej.
Wysuszone i ostudzone w eksykatorze woreczki filtracyjne ponownie zwazono na wadze
analitycznej dla uzyskania masy woreczka z probkg paszy po inkubacji. Uzyskane
pozostatosci prob poddano analizie na zawarto$¢ BO zgodnie z standardowg procedura

AOAC (2016).
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5.5.  Analizy mikrobiologiczne

Proby kiszonek (10 g) zhomogenizowano z wodg destylowang klasy I w stosunku
1:10, przy uzyciu blendera recznego firmy Bosch (Bosch, Gerlingen, Niemcy), przez 45
sekund. Po przygotowaniu kazdej proby blender byt oczyszczony i przeptukany woda
destylowang. Nastgpnie uzyto barwnika — monoazydek propidyny i za pomocg
urzadzenia do fotolizy LED PMA-Lite™ (Biotium Inc., Landing Parkway, Fremont,
Kalifornia, USA) zapewniono analiz¢ molekularng materiatu genetycznego
pochodzacego tylko i wylacznie od zywych komoérek mikroorganizmow. DNA
wyizolowano z zebranego materialu za pomoca zestawu GeneMATRIX Soil DNA
Purification Kit (EURx, Gdansk, Polska) na podstawie instrukcji dotaczonej przez
producenta i oznaczono ilosciowo metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (real-time PCR; qPCR w czasie rzeczywistym).

Liczbe kopii gendéw bakteryjnych (odpowiadajacej wzglednej liczbie bakterii
w probcee) okreslono w tescie TagMan z uzyciem Maxima Probe/ROX Real-time PCR
Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA), 2 ul
wyekstrahowanego DNA, pary starteréw 1 sondy. Liczbe kopii 16S rDNA domeny
bakterie okreslono za pomocg starterow BAC338F oraz sondy BAC516F.

Catkowita liczbe bakterii Lactobacillus spp. okreslono metodg real-time PCR
z wykorzystaniem starterow F_alllact IS i R_alllact IS oraz sondg P_alllact IS wedtug
metodyki podanej przez Haarman, Knol (2006). Dla kazdej z reakcji objetos¢ wynosita
20 pl, sktadajac sie w tym z 0,5 ul kazdego startera 10,2 uM sondy, 2 uM wyizolowanego
DNA i 10 pl Maxima Probe qPCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA). Profil reakcji byl nastgpujacy: poczatkowa denaturacja
w temperaturze 95°C przez 10 minut, nastgpnie 45 cykli denaturacji w 95°C przez 15
sekund i przylaczanie/elongacja w temperaturze 60°C przez okres 60 sekund. Standard
stanowity Bacillus subtilis i Lactobacillus plantarum.

Analizowano catkowitg liczebno$¢ bakterii Clostridium spp. z wykorzystaniem
starterow CI-F1 i CI-R2 oraz sondy Probe-1, zgodnie z opisem metodycznym wedtug
Song, Liu, Finegold (2004). Obj¢tos¢ reakcji wynosita 20 pl, w tym zawierata 0,5 ul
kazdego starterai0,2 uM sondy, 2 pM wyizolowanego DNA i 10 pl Maxima Probe qPCR
Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). Profil
reakcji obejmowat: denaturacje poczatkowg w 95°C przez 10 minut, nastgpnie 45 cykli

denaturacji w temperaturze 95°C przez 20 sekund 1 przylaczenie starterow
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w temperaturze 63°C przez czas 30 sekund, elongacje¢ w 72°C w czasie 45 sekund.
Standardem byto Clostridium perfringens.

Catkowitg liczbe bakterii Bacillus spp. okreslono przy pomocy starteréw 16SBACF
i 16SBACR wedtug Mora, Cabrefiga, Montesinos (2011). Obj¢tos¢ reakcji wynosita 20
ul, w tym zawierata 0,5 pl kazdego startera, 0,2 uM sondy, 2 uM wyizolowanego DNA
proby i 10 ul Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA). Profil reakcji byt nastepujacy: wstepna denaturacja
w 95°C przez 10 minut, kolejno 45 cykli denaturacji w 95°C przez 15 sekund,
przytaczenie starterow w 58°C przez 55 sekund i elongacje w 72°C przez 30 sekund.
Analizy krzywych topnienia prowadzono w nastgpujacy sposéb: etap denaturacji
w temperaturze 95°C przez 15 sekund, inkubacje w 60°C przez 60 sekund i topienie
w etapach co 0,3°C do 95°C przez 15 sekund. Standard stanowit Bacillus subtilis.

Catkowitg liczebno$¢ grzybow analizowano wedtug Martin, Rygiewicz (2005) oraz
Hemkemeyer, Christensen, Martens, Tebbe (2015) wykorzystujac startery NSI1 i 58A2R.
Catkowita objetos¢ reakceji wynosita 20 pl, zawierajac 0,4 uM kazdego startera, 2 pM
wyizolowanego DNA proby i 10 ul Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 2x (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). Profil reakcji obejmowat: wstgpna
denaturacje w 95°C przez 10 minut, nastepnie 45 cykli w temperaturze 95°C przez 15
sekund, przytaczenie starteréw w temperaturze 52°C przez 30 sekund i elongacje w 72°C
przez 30 sekund oraz zbieranie danych fluorescencyjnych w temperaturze 78°C przez
okres 15 sekund. Analizy krzywych topnienia prowadzono w nastgpujacy sposob: etap
denaturacji w 95°C przez 15 sekund, inkubacje w 60°C przez 60 sekund 1 topienie w
etapach co 0,3°C do 95°C przez 15 sekund. Standardem byto Fusarium culmorum.

Catkowita liczebno§¢ drozdzy okreslono zgodnie z Hierro, Esteve-Zarzoso,
Gonzalez, Mas, Guillamon (2006) na podstawie starterow YEASTF i YEASTR.
Catkowita objetos¢ reakcji wynosita 20 ul, zawierajac 0,4 uM kazdego startera, 2 uM
wyizolowanego DNA préby 1 10 pul Maxima SYBR Green gPCR Master Mix 2x (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). Profil reakcji obejmowat wstepna
denaturacja w 95°C przez 10 minut, a nastepnie 40 cykli w 95°C przez 15 sekund,
przylaczenie starteréw w 60°C przez 60 sekund i elongacje w 72°C przez 30 sekund.
Standard stanowily Saccharomyces spp.

Kazdy z testowanych powtorzen wariantdw analizowano w dwoch powtdrzeniach.
Wyniki qPCR zostaty wyrazone jako liczba kopii genu kazdej z analizowanych grup

mikroorganizméw w SM kiszonek (log10 liczba kopii genu-g* SM).

47



Analiza struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek zostata przeprowadzona za

pomoca sekwencjonowania nanoporowego przy uzyciu sekwenatora MinlON (Oxford

Nanopore Technologies Inc., Oxford, Wielka Brytania) z wykorzystaniem komercyjnego

zestawu 16S Barcoding KIT (Oxford Nanopore Technologies Inc., Oxford, Wielka

Brytania) wraz z zataczong procedura producenta. Zgodnie z protokolem przygotowano

biblioteke i1 przeprowadzono sekwencjonowanie nanoporowe na podstawie izolacji 10ul

DNA, zawierajacego 10 ng genomowego DNA.

Glowne etapy przygotowania biblioteki obejmowaty:

1.

PCR — amplifikacje wedlug nastepujacych warunkéw cykli: poczatkowa denaturacja
w temperaturze 95°C przez 60 sekund, nastgpnie 25 cykli denaturacji w 95°C przez
20 sekund, 25 cykli inkubacji przez 30 sekund, 25 cykli elongacji w temperaturze
65°C przez 2 minuty 1 1 cykl elongacji koncowe; w 65°C przez 5 minut,
przechowywanie w temperaturze 4°C.

Oczyszczenie amplikondéw za pomocg kulek magnetycznych i etanolu (70%).
Fluorometryczny i spektorfotometryczny pomiar jakosci i ilosci DNA.

Laczenie wszystkich bibliotek z kodami kreskowymi w pozadanych proporcjach do
catkowitej ilosci 50-100 fmol w 10 pl 10 mM tris-HCI, pH 8,0 z 50 mM NacCl
I dodaniem roztworu RAP.

Czynno$ci zwigzane z napetnianiem 1 fadowaniem komory przeptywowej SpotON byty

nastegpujace:

1.

Przygotowanie mieszaniny do napetlniania komory przeplywowej, dodajac
bezposrednio 30 pl rozmrozonego 1 wymieszanego Flush Tether do probowki
z rozmrozonym i wymieszanym buforem Flush Buffer oraz mieszanie przez
worteksowanie. Nastepnie zatadowanie 800 pl mieszaniny zalewowej do komory
przeplywowej przez port zalewowy. Inkubacja trwata 5 minut.

Przygotowanie biblioteki do zaladowania przez wymieszanie: 34 ul buforu do
sekwencjonowania (SQB), 25,5 ul kulek do nanoszenia (B), 4,5 ul wody wolnej od
nukleaz i 11 pl biblioteki DNA.

Nastepnie wlanie 200 pl mieszaniny gruntujacej do komory przeptywowej przez port
zalewania.

Wprowadzenie kroplami 75 ul proby do kuwety przeptywowej przez port proby
SpotON.

Sekwencjonowanie i zbior surowych wynikow z wykorzystaniem oprogramowania

EPI2ME.
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5.6. Obliczenia i analizy statystyczne
5.6.1. Obliczenia

W zielonkach obliczono wskaznik przydatnosci do =zakiszania, okreslony
stosunkiem WSC do pojemnosci buforowej (BC) (WSC/BC), a takze wspodtczynnik
fermentacji (FC) zgodnie z rownaniem podanym przez Weissbach, Auerbach (2013):

wsc

= 0 —
FC =SM(%) + 8 BC

gdzie:
FC — wspotczynnik fermentacji,
SM — sucha masa zielonki (%),
WSC — weglowodany rozpuszczalne w wodzie (g-kg™? SM),
BC — pojemnoé¢ buforowa (g kwasu mlekowego-kg™* SM).
Zawarto$¢ SM kiszonek doswiadczalnych skorygowano dla pasz podsuszanych

w 60°C, zgodnie z rownaniem wedtug Porter, Murray (2001):

skorygowana SM (g - kg™') = 19,96 + (0,987 - SM (g -kg™') - 0,26).

W zielonkach i kiszonkach doswiadczalnych okreslono wskaznik lignifikacji $cian
komorkowych, wyrazony stosunkiem zawartos$ci ligniny kwasno-detergentowej jako
frakcji ADL do zawartosci frakcji NDF, opisany jako L/NDF.

Na podstawie sktadu analizowanych frakcji biatkowych oraz koncentracji N-NH3
dokonano rozdziatu BO zgodnie z modelem The Cornell Net Carbohydrate and Protein
System (CNCPS) v 6.5 na nastepujace frakcje: PA1 — reprezentowang przez N-NHs; PA2
— stanowigca cze$¢ bialka rozpuszczalnego w buforze; PB1 — opisujacg biatko
nierozpuszczalne w buforze; PB2 — jako biatko zwigzanego z wildknem; PC —
prezentujaca biatko niestrawne. Powyzsze frakcje zostaty obliczone na podstawie rownan
wedtug Higgs i in. (2015) oraz Van Amburgh i in. (2015):

SCP BO

PA].:N—NH3 mm

PA2 = SCP 5O PA1
B 100

PB1 = BO — (PA1 — PA2 — PB2 — PC)
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BO
= — ADICP) - —
PB2 = (NDICP — ADICP) - -

PC = ADICP 5O
N 100

gdzie:

PA1 — azot amoniakalny (% BO),

PA2 — biatko rozpuszczalne w buforze (% BO),

PB1 — biatko nierozpuszczalne w buforze (% BO),

PB?2 — biatko zwigzane z wtoknem (% BO),

PC — biatko niestrawne (% BO),

N — NH; — azot amoniakalny (% SCP),

SCP — biatko rozpuszczalne w buforze (% BO),

BO — biatko ogo6lne (% SM),

NDICP — bialko nierozpuszczalne w neutralnym detergencie (% BO),

ADICP — biatko rozpuszczalne w kwasnym detergencie (% BO),
Rozktad SM (Psm) w zwaczu dla kazdego powtorzenia i czasu inkubacji obliczono

ze wzoru wedtug Kowalski i in. (2008):

B —(C—A)

Pe,y = 100
SM X B

gdzie:
Ps,, — rozktad suchej masy w zwaczu (%),
A — sucha masa pustego woreczka (g),
B — sucha masa proby przed inkubacja (g),
C — sucha masa woreczka wraz z pozostatoscia po inkubacji (g).
Rozktad BO (Pgo) w zwaczu dla kazdego powtdrzenia i czasu inkubacji obliczono

ze wzoru podanego przez Kowalski i in. (2008):

D
PBO=1OOX

gdzie:

Pgo —rozktad biatka ogdlnego w zwaczu (%),

D — ilo$¢ biatka ogdlnego w suchej masie proby przed inkubacja (g),
E — ilo$¢ biatka ogdlnego w suchej masie proby po inkubacji (g).
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5.6.2. Ocena i przygotowanie danych do analiz statystycznych

W celu okreSlenia parametryzacji danych, wyniki obserwacji (zmienne zalezne)
poddano ewaluacji normalnosci rozktadu z zastosowaniem testu Shapiro-Wilk a oraz
sprawdzano homogeniczno$¢ wariancji przy pomocy testu Levene'a. Testowanie
przeprowadzono na poziomie catej populacji wynikéw dla danej obserwacji, a takze dla
efektow glownych oraz poszczegdlnych wariantow doswiadczenia. Ze wzgledu na
wieloczynnikowos$¢ eksperymentow oraz mieszany charakter zaleznosci préb, podjeto
kroki w celu umozliwienia przeprowadzenia testow parametrycznych (modelowania).
W przypadku nie spetnienia warunkéw testu Shapiro-Wilk'a, analizowano wspotczynnik
skos$nosci i jesli wynik miescit si¢ w przedziale od -0,67 do 0,67 wyniki uznawano za
nadajace si¢ do dalszego postepowania. Wspotczynnik skosnosci (A) analizowano

wedtug nastepujacego rownania:

gdzie:

A — wspotczynnik sko$nosci,

X — $rednia wartos$ci obserwacji,
Mo — dominanta (moda),

S, — odchylenie standardowe.

Wyniki nie spelniajace kryteriow skosnosci oraz testu Levene'a poddano
przeksztatceniu Box a-Cox'a przy optymalnej wartosci A obliczonej automatycznie, co
umozliwilo zakwalifikowanie ich do przeprowadzenia testow parametrycznych.
Transformacja danych dla obserwacji wynikow dotyczacych poziomu etanolu
w kiszonkach doswiadczalnych nie przyniosta zadowalajacego efektu, dlatego
postanowiono odrzuci¢ tg grupe wynikow z dalszego postgpowania 1 wykonano
testowanie nieparametryczne w celach pogladowych. Przeksztatcenie Box a-Cox a byto

nastepujace (Box, Cox, 1964):

v+ A)M =1
y(A) = Ay jesliAy #0
log(y + 1,) jeslid, =0

gdzie:
A — parametr kontrolujacy ksztatt transformac;ji,

y — wektor funkciji.
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5.6.3. Analizy statystyczne
Wyodrebnienie wartosci P w kazdym zadaniu wykonano testem dwustronnym
odpowiadajacemu hipotezie ,,r6zne od”. Wigkszos$¢ testow opierala si¢ na zatozeniach
ogblnych modeli liniowych. Wyniki opracowano statystycznie i zinterpretowano
graficznie przy uzyciu programu XLSTAT (XLSTAT, Addinsoft, UK), Statisticav 13.3
(StatSoft, 2013), a takze SigmaPlot v 12 (SigmaPlot, San Diego, CA, USA).

5.6.3.1. Analizy wynikow opisujacych parametry kiszonek

W pierwszej kolejnosci rodzaje obserwowanych zmiennych podzielono
tematycznie wedlug zadan badawczych 1 oszacowano globalny wplyw
czynnika/czynnikéw 1 interakcji na poszczegoélne grupy obserwacji. W tym celu
wykonano wielowymiarowg analize¢ wariancji (MANOVA). Dla analizy MANOVA
wykonano test Wilks’a, Hotelling-Lawley’a, Pillai’a i Roy’a.

Wyniki opisujace kiszonki w zaleznosci od rodzaju i udzialu zastosowania
ro$liny/dodatku do zakiszania lucerny wykonano za pomoca niezbalansowanej
jednoczynnikowej (zadanie I) lub dwuczynnikowej (zadanie Il i Ill) analizy wariancji
z uwzglednieniem interakcji 1 dopasowania najlepszego modelu. ZalozZenia analizy
wieloczynnikowej ANOVA byty nastepujace

(https://www.xlstat.com/en/solutions/features/anova-analysis-of-variance):

Vi =ﬁ0+z ﬁk(i‘j),j-l-gi
Jj=1.p

gdzie:

y; — obserwowana warto$¢ zmiennej zaleznej dla obserwacji i,

Bo — wartos¢ $rednia,

k; jy — indeks kategorii (lub poziomu) czynnika j dla obserwacji i,
&; — blad modelu.

W niniejszej pracy jako wspdlczynnik dopasowania modelu (wielkosSci
wytlumaczenia wariancji) postuzyt wspétczynnik determinacji (R?). Wspotczynnik ten
uzyto jako miare ,,glebokosci efektu” wywieranego przez dany czynnik i przyje¢to ogdlne
zalozenie ,,silnego efektu”, gdy R? byt wickszy od 0,5. W celu ulatwienia interpretacji
uzyskanych wynikow wprowadzono dodatkowo przedziaty: 0 — 0,2 — staby efekt, 0,2 —
0,5 — $redni efekt, 0,5 — 0,8 — silny efekt, 0,8 — 1,0 — catkowity wplyw danego czynnika

na uzyskane wyniki. W nastepnym kroku wykonano analizy post-hoc dla poréwnan
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wielokrotnych przy uzyciu testu Tukey a oraz poréwnan parami dla testu Dunnet a.
Ocene interakcji pomiedzy czynnikami przeprowadzono na podstawie wielkosci R? oraz
wizualnie na podstawie wykresow wygenerowanych dla czynnikow przy konkretnych
obserwacjach. Linie charakteryzujgce si¢ réwnoleglym ulozeniem wzgledem siebie
wskazywatly na brak interakcji pomiedzy czynnikami.

Analize regresji liniowej dla poszczegdlnych obserwacji przeprowadzono za

pomoca zatozenia (https://www.xlstat.com/en/solutions/features/linear-regression):
Vi = Q1Xq; + a2x2i+. .t Ay Xpi + ¢;

gdzie:
y;— warto$¢ obserwowana dla zmiennej zaleznej dla obserwacji i,
Xpi — warto$¢ przyjmowana przez zmienng p dla obserwacji ,
e; - btad modelu.
Model podstawowy wyliczono metoda klasyczna, tj. najmniejszych kwadratow,
natomiast do korekty modelu postuzono si¢ metoda ,Best model”

(https://www.xlstat.com/en/solutions/features/linear-regression).

5.6.3.2. Analizy rozkladalno$ci zwaczowej
Przy analizie wynikow rozkladalnos$ci zwaczowej in vitro w kazdym zadaniu
badawczym postuzono si¢ modelem kinetyki rozktadu SM i BO dla kiszonek
do$wiadczalnych. Zatozono, ze matematyczny model kinetyki rozktadu SM i BO
kiszonek, zaproponowany dla wyjasnienia badanych procesow, opisany zostal wedtug

nastepujacego rOwnania:

dX

gdzie:
K — stale w modelu,
X — zmienna stanu,
r — stata wzrostu (1-h%).
Do wyznaczenia warto$ci poszukiwanych wspotczynnikow r i K w modelu
wykorzystano procedur¢ optymalizacyjng, knitro_nlp, zaimplementowang w pakiecie

Knitro v 12.4 (Artelys, Trance). Pakiet ten zostat wykorzystany w srodowisku MATLAB
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2021 (MathWorks, USA). Wykorzystano binarng posta¢ modelu utworzong
z wykorzystaniem narzgdzia IQM ToolPro (IntiQuan GmbH, Szwajcaria).

Funkcja celu (Jc) byta nastepujacej postaci:

n
X X
Jc (wsp.modelu) = Z(mes—mod
i=1

Xmes

)2

Wartosci poszukiwanych wspotczynnikéw zostaly wyznaczone jako rozwigzanie
problemu optymalizacyjnego:

min

wsp. modelu /¢ (wsp. modelu).

Dla kazdego z zadan badawczych analizowano rozktadalno$¢ zwaczowa, a takze kinetyke
rozktadu SM i BO wedhlug przyjetego modelu. Parametry modelu kinetyki rozktady
wybranych sktadnikow pokarmowych zielonek i kiszonek doswiadczalnych (SM, BO)
w  poszczegolnych zadaniach badawczych (I, |Il, 1) zostaly przedstawione

w odpowiednio w Tabeli 6, 14 i 22.

5.6.3.3. Analizy mikrobiomu bakteryjnego kiszonek

Analize struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek doswiadczalnych wykonano
metoda sekwencjonowania nanoporowego. Przeanalizowano liczbe 1 skiad bakterii na
poziomie rodzaju, wystepujacych w sporzadzonych kiszonkach. Analizowano roznice
taksonomiczne migdzy mikrobiomami za pomocg analizy statystycznej profili
metagenomicznych (STAMP v 2.1.3) (Parks, Beiko, 2010).

W pracy przedstawiono wyniki dla rodzajow bakterii na poziomie wigkszym niz
1%. W przeprowadzonej analizie, klasy dominacji zostaly okreslone zgodnie
z Czachorowski (2006), gdzie: eudominanci — stanowig liczebno$¢ powyzej 10%,
dominanci — 5,01 — 10%, subdominanci — 2,01 — 5%, recedenci — 1 — 2%, subrecendenci
— ponizej 1%.

Wykonano aglomeracyjne grupowanie hierarchiczne (AHC) dla wynikow
w zadaniu Il i I, w celu przeprowadzenia ktorego wygenerowano macierz odmiennosci
za pomocg metody Bray-Curtisa, natomiast do konstrukcji dendrogramu odmienno$ci

uzyto metody Warda.
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6. Wyniki
6.1. Zadanie badawcze |

6.1.1. Charakterystyka chemiczna zielonek i kiszonek

Zielonki charakteryzowaly si¢ zblizonym sktadem chemicznym (Tabela 2),
a odnotowane roznice nie byly istotne statystycznie (P>0,05), poza zawartoscig NDF
(P<0,01). Pomimo rozbieznosci gatunkowych obie zielonki uzyskaly podobny stopien
przewigdni¢cia. Dysproporcja w koncentracji BO migdzy zielonkami wynosita jedynie
6,08 g-kg! SM. Roznica w ilosci frakcji NDF przetozyta si¢ na warto$ci wskaznika
L/NDF i byta spowodowana odmienng zawartoscig hemicelulozy w obu ros$linach (96,20
g i 10,30 g-kg! SM dla zielonki z lucerny oraz komonicy zwyczajnej, odpowiednio).
W przeprowadzonej analizie statystycznej nie wykazano istotnych réznicy we
wskaznikach okres$lajacych przydatnos¢ zielonek do zakiszania (P>0,05), lecz warto

zwroci¢ uwagg, 1z stosunek WSC/BC byl wyzszy dla zielonki z lucerny (Tabela 2).

Tabela 2. Sktad chemiczny i przydatnos¢ do zakiszania zielonki z lucerny i komonicy zwyczajnej

Wyszezegolnienie Ziclonki_ —— SEM P
Lucerna Komonica zwyczajna

Sucha masa, g-kg™ §wiezej masy 313,6 315,9 0,639 ns
Sktad chemiczny, g-kg? SM
Popiodt surowy 84,24 79,32 1,137 ns
Biatko ogdlne 207,0 213,1 1,546 ns
Thuszcz surowy 11,69 20,11 1,904 ns
Wi1b6kno surowe 307,0 239,8 15,03 ns
NDF 428,1° 298,0° 29,09 **
ADF 3319 287,7 9,883 ns
ADL 58,08 66,22 1,822 ns
L/NDF 0,140 0,220 0,019 ns
Taniny, g-’kg™? SM nd 21,59 nd nd
Przydatno$¢ do zakiszania
WSC, g'kg? SM 71,34 59,69 2,612 ns
BC, g kwasu mlekowego-kg'l 58,60 60,46 0,421 ns
SM
WSC/BC 1,220 0,990 0,052 ns
FC 41,09 39,49 0,362 ns

SM — sucha masa; NDF — wtokno neutralno-detergentowe; ADF — widkno kwasno-detergentowe; ADL —
lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF; WSC — weglowodany rozpuszczalne w
wodzie; BC — pojemnos¢ buforowa; WSC/BC — stosunek weglowodanow rozpuszczalnych w wodzie do
pojemnosci buforowej; FC — wspotczynnik fermentacji wg Weissbach, Auerbach (2013); SEM — btad
standardowy $redniej; nd — nie dotyczy; ns — nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05); wartosci
oznaczone tymi samymi literami (a — b) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * < 0,05; ** <0,01;
**% <0,001.
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Sktad chemiczny i wybrane parametry fermentacji sporzadzonych kiszonek lucerny
z r6znym udziatem komonicy zwyczajnej przedstawiono w Tabeli 3. Podstawowy sktad
chemiczny wszystkich kiszonek byt wyréwnany (P>0,05). W odniesieniu do zielonek
(Tabela 2), w kiszonkach stwierdzono jedynie wyzszg zawartos¢ TS. Warianty
doswiadczalne roznity si¢ statystycznie sktadem frakcji weglowodanow. Wraz ze
wzrostem udzialu komonicy zwyczajnej w przygotowanych kiszonkach malata zawartos¢
frakcji NDF (P<0,05) 1 WSC (P<0,01) (Tabela 3). W kwestii frakcji ADF 1 ADL, najnizsze
wartosci uzyskat wariant z 20% udziatem komonicy zwyczajnej (P<0,05). Zawartos¢
ADF byta najwyzsza w grupie kontrolnej, a ilos¢ ADL w grupie z 50% udzialem
komonicy zwyczajnej. Pomimo istotnych réznic w skladzie weglowodanow
strukturalnych, wskaznik L/NDF byt zblizony dla wszystkich wariantow sporzadzonych
kiszonek doswiadczalnych (P>0,05).

Nie stwierdzono réznic w koncentracji kwasu mlekowego i kwasu mastowego
w sporzadzonych kiszonkach (P>0,05) (Tabela 3). W przeprowadzonym badaniu
odnotowano jednak istotne rdéznice w kwasowosci kiszonek (pH) (P<0,01), pomimo
matych réznic liczbowych (od 4,74 do 4,82). Wraz ze wzrostem udzialu komonicy
zwyczajne] w kiszonkach wzrastata zawarto$s¢ kwasu octowego (P<0,001). Kiszonka
lucerny z 50% udzialem komonicy zwyczajnej uzyskata najwyzsza zawarto$¢ tego
kwasu, jak i sume¢ LKT, w stosunku do pozostatych kiszonek byly to rdznice
potwierdzone statystycznie (P<0,001).

Posrod analizowanych produktow fermentacji odnotowano takze obecnos¢ etanolu
(P<0,001) (Tabela 3). Najwyzsza koncentracj¢ stwierdzono w grupie kontrolnej oraz
w kiszonce lucerny z 10% udziatem komonicy zwyczajnej, a jego zawarto$¢ malata wraz
z dalszym wzrostem ilo$ci komonicy zwyczajnej w kiszonkach. Udziat N-NH3 okazat si¢
zmienny (P<0.001) ws$rod wariantéw doswiadczalnych kiszonek. Grupy kiszonek
z lucerny z 40% 1 50% udziatem komonicy zwyczajnej mialy znacznie wyzszy poziom

N-NH3 w stosunku do pozostatych grup.
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Tabela 3. Sktad chemiczny i wybrane parametry fermentacji kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej

e Kiszonki 2
Wyszczegoblnienie G0 Gl G2 G3 ca G5 SEM P R

Sucha masa, g-kg™ §wiezej masy 321,4 320,7 321,7 324,1 326,1 327,9 0,871 ns 0,544
Sktad chemiczny, g-kg™? SM

Popidt surowy 87,15 85,06 86,03 89,93 88,91 90,44 0,901 ns 0,286
Biatko ogdlne 196,2 189,8 202,6 194,5 196,1 197,6 1,951 ns 0,221
Thuszcz surowy 19,79 18,51 19,29 20,19 22,96 21,88 0,561 ns 0,436
Wibdkno surowe 295,4 274,5 263,2 278,9 284,7 285,2 4,267 ns 0,324
NDF 465,02 422,0® 404,1° 401,8° 397,3° 392,5° 7,383 * 0,657
ADF 366,72 350,2 ® 325,4° 3389%®  340,2%  3375%® 4,087 * 0,573
ADL 60,78 ® 60,70 ® 56,87 ° 61,37%  61,15% 64,43 2 0,793 * 0,555
L/NDF 0,130 0,140 0,140 0,150 0,150 0,160 0,003 ns 0,799
WSC 17,18% 15,012 15662  14,19%c 11,87 10,51 °¢ 0,634 *x 0,749
Produkty fermentacji, g-kg™ SM

pH 481° 4,79%® 4,74° 4,832 4,79%® 4,82° 0,008 *ok 0,724
N-NHs g-kg™ Nogoiny 44,11°¢ 43,85°¢ 42,62¢ 4468  57,73" 74,522 2,969 ok 0,898
Kwas mlekowy 53,81 46,27 32,87 26,65 43,30 4341 3,058 ns 0,498
Kwas octowy 2,798¢ 3,288 3023 2,566 ¢ 4,307 ° 5,812 2 0,292 *xk 0,866
Kwas propionowy 0,139° 0,119° 0,101° 0,115° 0,146 ° 0,279 2 0,016 ok 0,865
Kwas mastowy 0,006 0,004 0,005 0,010 0,006 0,004 0,001 ns 0,205
LKT 2,980 °¢ 3,445 3,163 2,732°¢ 4,540 ° 6,186 2 0,310 *xk 0,875
Kwas mlekowy : kwas octowy 20,202 14,38%  10,88®  10,40%®  10,02%® 7,519° 1,316 * 0,569
Etanol 8,490 2 11,012 6,220 1,110° 0,000 © 0,000 ¢ 1,343 il 0,694

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4
— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%; SM — sucha masa; NDF — wiokno neutralno-detergentowe; ADF — wtdokno kwasno-
detergentowe; ADL — lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF; WSC — weglowodany rozpuszczalne w wodzie; Nogsiny — azot 0gdlny; N-NHz — azot
amoniakalny, g'kg™ Nogommy; LKT — suma lotnych kwasoéw ttuszczowych tj. kwasu octowego, propionowego, izomastowego, mastowego, izowalerianowego, walerianowego;
SEM - blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono roéznic statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — ¢) nie
r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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6.1.2. Zwiazki azotowe zielonek i kiszonek

Sktad frakcji biatkowych kiszonek doswiadczalnych, w odniesieniu do zielonek
przedstawiono w Tabeli 4. Obie zielonki uzyskaly zblizony sktad BO. Jednak nalezy
nadmieni¢, ze zielonka z komonicy zwyczajnej wyrozniata si¢ wyzsza zawartoscig TP
w poroéwnaniu do zielonki z lucerny o 11,36 punktow % (pkt. %). Analiza statystyczna
potwierdzita roznice migdzy koncentracja frakcji TP 1 NDICP (P<0,001), a takze
w zawartosci SCP (P<0,05) w sktadzie BO kiszonek. Jedynie udzial ADICP nie r6znit si¢
istotnie (P>0,05). W grupach do$wiadczalnych z 20% udziatem komonicy zwyczajnej
i powyzej (tj. 30%, 40% 1 50%) stwierdzono wpltyw czynnika do$§wiadczalnego na
ograniczenie degradacji TP do form prostszych, co potwierdzono statystycznie (P<0,001).
Udziat 10% komonicy zwyczajnej w kiszonce z lucerny nieznacznie wptynat na
zawarto$¢ tej frakcji wzgledem grupy kontrolnej, gdyz nie wykazano miedzy tymi
grupami roznic statystycznych. W grupie z 50% udziatem komonicy zwyczajnej ilo§¢ TP
byta az o 15,32 pkt. % wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wraz ze wzrostem
udzialu komonicy zwyczajnej w przygotowanych kiszonkach do$wiadczalnych
stwierdzono wzrost ilosci frakcji SCP 1 wzrost udziatu NDICP.

W oparciu o przeprowadzong regresj¢ liniowg analizy kowariancji dla oznaczonych
frakcji BO kiszonek (Wykres 1) stwierdzono, Ze potozenie punktow na wykresach
wskazuje na wystgpowanie wyraznego powigzania pomie¢dzy udzialem komonicy
zwyczajnej, a zawartoScig frakcji TP 1 NDICP. Ponadto otrzymane wartosci
wspotczynnika determinacji (R? = 0,880 i 0,883, odpowiednio) pozwolily stwierdzié, ze
zwigkszenie udziatu komonicy zwyczajnej powodowato liniowy wzrost udziatu wyzej
wymienionych frakcji BO badanych kiszonek. Wykresy sporzadzone dla frakcji TP
1 NDICP potwierdzity dobre dopasowanie linii regresji, oznaczonej linig ciggta do
rzeczywiscie uzyskanych wynikéw. Pomimo istotnych réznic w zawartosci SCP
(P<0,05), wynikajacych z udzialu komonicy zwyczajnej, wplyw czynnika byt
zauwazalny w nizszym stopniu, co tez potwierdzitl wspotczynnik R? (0,468). Czynnik
dos$wiadczalny wywierat §redni wplyw na uzyskane wyniki dla ilosci SCP. Frakcja
ADICP nie byta powigzana z udzialem komonicy zwyczajnej, a linia ciggla odznaczata
sie niskim dopasowaniem do rzeczywiscie uzyskanych wartosci (R? = 0,092), co
Swiadczylo o stabym efekcie wptywu czynnika do$wiadczalnego, udziatu komonicy

zZwyczajnej.
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Tabela 4. Frakcje biatkowe zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej (% biatka ogdlnego)

Frakcje biatkowe, % biatka ogdlnego

Wyszczegdlnienie Biatko wlasciwe Biatko rozpuszczalne w Biatko nierozpuszczalne Biatko nierozpuszczalne
buforze w neutralnym detergencie  w kwasnym detergencie
Zielonki
Lucerna 55,92 10,09 421 1,76
Komonica zwyczajna 67,28 8,32 4,58 2,65
Kiszonki
GO 31,81°¢ 36,86 P 7,10 ¢ 5,70
G1 35,05 ¢ 41,14 7,494 5,70
G2 40,73° 39,21 % 8,73 5,82
G3 40,83 ° 40,99 9,89 be 5,42
G4 43,26 42,622 11,15 ® 6,74
G5 47,132 42,682 12908 6,22
SEM 2,265 2,871 0,604 0,370
P **kk * **kk nS

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4
— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%; TP — biatko wtasciwe; SCP — biatko rozpuszczalne w buforze; NDICP — biatko
nierozpuszczalne w neutralnym detergencie; ADICP — biatko nierozpuszczalne w kwasnym detergencie; SEM — blad standardowy s$redniej; ns — nie stwierdzono rdéznic
statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — d) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * < 0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Na podstawie oznaczonych frakcji biatkowych przeprowadzono oceng BO wedlug
systemu CNCPS v 6.5 (Tabela 5). Wykonana analiza statystyczna potwierdzila istotne
roznice w udziale frakcji PA1 (P<0,001), co byto zbiezne z wynikami zawartymi w Tabeli
4, dotyczacymi koncentracji N-NH3; w kiszonkach. Najwyzszym udziatem tejze frakcji
charakteryzowata si¢ grupa z 50% udzialem komonicy zwyczajnej. Najwyzszy udziat
frakcji PA2 stwierdzono w BO grupy kontrolnej, a takze w kiszonce z lucerny z 10% oraz
20% udzialem komonicy zwyczajnej. Pozostate warianty doswiadczalne, tj. z 30%, 40%
1 50% udziatem komonicy zwyczajnej uzyskaty istotnie nizsza zawarto$¢ tejze frakceji
(P<0,001) wzgledem grupy kontrolnej, przy jednoczesnie wyzszych ilosciach BO
nalezacego do frakcji PB2. Dla frakcji PB1 statystycznie wykazano réznice tylko
pomiedzy grupa kontrolna, a kiszonka z lucerny z 40% udziatem komonicy zwyczajnej
(P<0,05). Kiszonka z 50% udziatem komonicy zwyczajnej uzyskata o 11,61 pkt. % mniej
rozpuszczalnej frakcji PA2, a takze o 5,28 pkt. % wiecej frakcji PB2 wzgledem grupy
kontrolnej. Poréwnujac sktad BO kiszonek w przeprowadzonej ocenie nie wykazano
istotnych dysproporcji w udziale frakcji PC, ktora byta zwigzana z zawartoscig ADICP.
Zréznicowanie w ilo$ci frakcji PC kiszonek wynosito ponizej 1,50 pkt. %, a wzgledem
zielonek byto to do 5,00 pkt. %.

Silny wptyw udzialu komonicy zwyczajnej w sporzadzonych kiszonkach na sktad
BO odnotowano dla frakcji PA1 (R? = 0,898), PB1 (R? = 0,794) i PB2 (R? = 0,702)
(Tabela 5). Uzyskane wyniki byly wazne, przede wszystkim ze wzgledu na jeden
z istotniejszych wskaznikow zakresu proteolizy, czyli zawartos¢ frakcji PA2, ktora
czgsciowo w swoim sktadzie zawierata powstate w wyniku degradacji TP prostsze
zwigzki azotowe niebiatkowe (NPN), a dla ktérej wartos¢ R? (0,328) wskazywata na niski
stopien wptywu czynnika do$wiadczalnego. Natomiast wzgledem frakcji PC wykazano
bardzo niski stopien powigzania uzyskanych wynikow rzeczywistych z wptywem udziatu

komonicy zwyczajnej (R? = 0,094).
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Tabela 5. Frakcje biatkowe zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej (% biatka ogolnego) wedtug CNCPS v 6.5

Frakcje biatkowe, % biatka ogdlnego

Wyszezegblnienie Frakcja PAl Frakcja PA2 Frakcja PB1 Frakcja PB2 Frakcja PC

Zielonki

Lucerna 0,34 30,05 65,40 2,45 1,76
Komonica zwyczajna 0,33 28,29 66,80 1,93 2,65
Kiszonki

GO 441°¢ 56,03 2 32,46° 1,40° 5,70
Gl 439¢ 51,37 ¢ 36,75 1,79° 5,70
G2 4,26°¢ 52,05 ® 34,96 2,91° 5,82
G3 4,47 b¢ 49,12 bed 36,52 2 4,47 % 5,42
G4 5,77° 46,23 « 36,85 2 4,41 6,74
G5 7,452 44,42 9 35,23 % 6,68 2 6,22
SEM 2,969 3,385 2,678 0,402 0,370
P *** ***k * ** nS
R? 0,898 0,328 0,794 0,702 0,092

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4
— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%; PAL — azot amoniakalny; PA2 — biatko rozpuszczalne w buforze; PB1 — biatko
nierozpuszczalne w buforze; PB2 — biatko zwigzane z wtdknem; PC — biatko niestrawne; SEM — blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie
stwierdzono roznic statystycznych (P > 0,05); wartosci oznaczone tymi samymi literami (a — d) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P <0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001
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6.1.3. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro zielonek i kiszonek

Zielonka z komonicy zwyczajnej charakteryzowata si¢ wyzsza degradacja SM,
ktorej rozktad byt wolniejszy w czasie niz w przypadku lucerny, na co wskazywata linia
kinetyki rozkladu (Wykres 2). Na podstawie wyznaczonego modelu zaobserwowano
wzrastajacg rozktadalnos¢ SM wraz ze wzrostem udzialu komonicy zwyczajnej, lecz
sporzadzone kiszonki generalnie uzyskaty $rednio nizsze wartosci dla rozktad SM do 48
h inkubacji wiacznie wzgledem zielonek. Wariant kiszonki lucerny z 50% udzialem
komonicy zwyczajnej wyrdznial si¢ najszybszym i najwyzszym rozktadem SM. Migdzy
4 h, a 8 h inkubacji préb zanotowano najwyzszy rozktad SM w grupie kontrolnej. Udziat
powyzej 30% komonicy zwyczajnej zwigkszyl rozktadalnos¢ SM pomigdzy 8 h, a 24 h
inkubacji. W pozostatych wariantach najwyzszy rozktad SM stwierdzono migdzy 24 h,
a 48 h inkubacji prob (powyzej 18,00 pkt. %). Uzyskana, wysoka warto§¢ wspotczynnika
R?, wskazywata na dobre dopasowanie przyjetego modelu statystycznego.

Kinetyka rozktadu BO dla obu zielonek byla zblizona (Wykres 3). Stwierdzono
znaczne rozbieznosci w ilosci BO roztozonego po 48 h, z korzystniejszym wynikiem dla
zielonki z komonicy zwyczajnej. Zielonka ta uzyskata o 24,84 pkt. % nizsza ilo§¢ BO
roztozonego dla wskazanego czasu. Miarg tempa zachodzacych zmian w rozktadalnosci
BO byta warto$¢ statej wzrostu (r) w modelu (Tabela 6), ktora charakteryzowata sie
najwyzszymi wartosciami dla lucerny zakiszonej z 30% 1 40% udzialem komonicy
zwyczajnej. Wyzsze wartosci liczbowe $wiadczyly o wyzszej intensywno$ci zmian
w rozktadalno$ci BO.

Dynamika degradacji BO dla grupy z 50% udziatem komonicy zwyczajnej na
poczatku przyjeta tempo zblizone do pozostatych wariantdéw, ktére znacznie obnizyto si¢
juz po 2 h inkubacji. Najmniej BO zostato roztozone pomiedzy 24 h, a 48 h w omawiane;j
grupie. Wspotczynnik R? przybieral wysokie i bardzo wysokie wartosci dla wszystkich
kiszonek, tacznie z zielonkami (Tabela 6). Dla rozktadalnosci zwaczowej in vitro BO
najwyzsze wartosci R? odnotowano w zielonce z komonicy zwyczajnej i kiszonce z 50%
udzialem komonicy zwyczajnej, gdzie czynnik do$wiadczalny wptywal na wyniki
w najwyzszym stopniu. Na podstawie przeprowadzonej analizy i przyjetego modelu
stwierdzono, ze wraz ze wzrastajacym udzialem komonicy zwyczajnej zmniejszala si¢
rozktadalno$¢ BO 1 wzrastato tempo rozktadu SM, zgodnie z warto$ciami stalej wzrostu
(r) (Tabela 6). Rozkladalno$¢ zwaczowa BO zardéwno zielonek, jak 1 kiszonek

ksztaltowata si¢ odmiennie w stosunku do rozktadalnosci SM (Wykres 2 1 3).
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Wykres 2 ciag dalszy. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro i kinetyka rozktadu suchej masy zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej
Kiszonki: G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4 — lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%:

komonica zwyczajna 50%; DM — sucha masa; R? — wspotczynnik determinacji.
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Wykres 3. Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro i kinetyka rozktadu biatka ogdlnego zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej
Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; CP — biatko ogélne; R? — wspolczynnik determinacji.
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Wykres 3 ciag dalszy. Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro i kinetyka rozktadu biatka ogolnego zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajne;j

Kiszonki: G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4 — lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%:
komonica zwyczajna 50%; CP — biatko ogélne; R? — wspétczynnik determinacji.
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Tabela 6. Parametry modelu kinetyki rozktadu in vitro suchej masy i biatka ogdlnego zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej

Wyszezegolnienie Sucha masa Biatko ogblne
r K r K

Zielonki

Lucerna 0,365 66,93 0,213 52,15
Komonica zwyczajna 0,192 75,12 0,177 31,68
Kiszonki

GO 0,076 69,10 0,339 46,19
Gl 0,048 75,54 0,499 42,42
G2 0,058 76,25 0,383 42,02
G3 0,069 76,06 0,679 40,95
G4 0,081 74,78 0,512 39,99
G5 0,094 74,17 0,347 36,49

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucern 70%: komonica zwyczajna 30%; G4
— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%; r — stata wzrostu (1-h™); K — state w modelu.
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6.1.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

Liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizméw  zasiedlajacych  kiszonki
przedstawiono w Tabeli 7. Catkowity tadunek bakterii we wszystkich grupach byt
zblizony (P>0,05), pomimo braku istotnych réznic mozna bylo zaobserwowac¢ wzrost
ogolnej liczby bakterii wraz ze wzrostem udzialu komonicy zwyczajnej. Nie stwierdzono
wptywu czynnika doswiadczalnego na liczebno$¢ Lactobacillus spp., ani Clostridium
spp. (Wykres 4) (P>0,05). Najwyzszy tadunek Clostridium spp. stwierdzono w grupie
z 10% udziatem komonicy zwyczajnej, a najnizszy w kiszonce z 50% udziatem komonicy
zwyczajnej, réznice nie byly jednak istotne miedzy tymi grupami (P>0,05). Liczebno$¢
Bacillus spp. byla statystycznie rozna tylko pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z 40%
udzialem komonicy zwyczajnej (P<0,05), wlasnie w tej grupie odnotowano najwyzsze
wartosci liczbowe dla tego rodzaju bakterii (Wykres 4). W calkowitej liczebnosci
grzyboéw zaobserwowano obnizenie wraz ze wzrostem udziatu komonicy zwyczajnej,
poza grupa z 40% udziatem komonicy zwyczajnej. Jednak obserwacje te nie zostaty
uzasadnione statystycznie (P>0,05). Catkowita liczebno$¢ drozdzy byla najwyzsza
w grupie z 30% udzialem komonicy zwyczajnej 1 rdznila si¢ istotnie z grupa kontrolng
oraz kiszonkg z 10% udziatem komonicy zwyczajnej (P<0,01). Catkowita liczebnos$¢
grzyboéw w kiszonkach byta wyzsza od liczebno$ci drozdzy (Tabela 7). Najnizszym
fadunkiem w kiszonkach do§wiadczalnych odznaczaty si¢ bakterie Clostridium spp.

Struktura mikrobiomu bakteryjnego wszystkich kiszonek do$wiadczalnych
sktadata si¢ gltownie z bakterii rodzaju Weissella, ktéry dominowal wsrdd obecnej
spoteczno$ci bakteryjnej (Tabela 8). Weissella spp. stanowil powyzej 10% ogotu
struktury, pelnigc role¢ eudominanta, zgodnie z przyjeta metodyka. Stwierdzono
statystycznie istotne roznice w udziale procentowym tego rodzaju bakterii pomigdzy
grupa kontrolng oraz kiszonkg lucerny z 20% oraz 50% udzialem komonicy zwyczajnej
(P<0,05 i P<0,001, odpowiednio). Drugim co do procentowego udziatu wielkosci byt
rodzaj Synechococcus dla grupy kontrolnej, oraz grup z 10% i 20% udzialem komonicy
zwyczajnej, natomiast dla grup z 30%, 40% 1 50% udzialem komonicy zwyczajnej
struktura mikrobiomu w drugiej kolejnosci stanowiona byt przez rodzaj
Loigolactobacillus. Badania wykazaly istotne rdznice w procentowej wielkos$ci
zbiorowisk rodzajow Loigolactobacillus (P<0,001), Lactiplantibacillus (P<0,01)
1 Lentilactobacillus (P<0,01) dla grupy z najwyzszym udzialem komonicy zwyczajnej

(50%) w stosunku do grupy kontrolne;.
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Tabela 7. Liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizmow zasiedlajgcych kiszonki z lucerny i komonicy zwyczajnej (log10 liczby kopii genu-g™ SM)

Kiszonki

. )
Wyszczegdlnienie GO Gl G2 G3 G G5 SEM P R
Calkowita liczebno$¢ bakterii 9,523 9,702 9,747 9,731 8,924 10,01 0,049 ns 0,280
Lactobacillus spp. 8,445 8,564 8,660 8,644 8,206 8,136 0,097 ns 0,371
Bacillus spp. 7,448 7612  7903%®  7670®  8063%  7,880% 0,054 * 0,561
Clostridium spp. 5,888 6,114 5,904 6,238 5,647 5,539 0,120 ns 0,236
Catkowita liczebno$¢ grzybow 10,28 9,689 9,734 9,684 9,831 0,427 0,077 ns 0,439
Calkowita liczebnos¢ drozdzy 8,254 *° 8,136¢ 85743 90332 8650 8,056 0,067 *%* 0,701

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4
— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%; SEM — btad standardowy éredniej; R? — wspolczynnik determinacii; ns — nie
stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — ¢) nie rdznig si¢ istotnie na poziomie P <0,05; * <0,05; ** <0,01; *** < 0,001.
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Catkowita liczebnos¢ bakterii Lactobacillus spp.

10
10.2
95
<7 10+ B
o o
® (— _f = 9r —
o H o -
= I - . :
s 981 | :
g > || H e 17 o= O
= | J‘ f{ \ = 857 /-'_\ - —
> | \ 4
§ os- | () g LA
> | : > gL +
a | 1 a
£ o4 / | i £
3 | N - 3
N | N 75
o 2]
" e2p -
s 7L i
9k . : ‘ . ‘ - ‘
GO G1 G2 G3 G4 G5 GO G1 G2 G3 G4 G5
Bacillus spp. Clostridium spp.
8.2 i 8-
_= 8 — \ / _= 75+
i e U
ol AN I -
5’ 7.6 ‘\ : />_< ) 8.1 T | |
Z J — - Ses- 1| (I —
g sl | AR .
S 74l S | b ‘
g | gl N f
= 79 ; i N < — =
2 2 J' { [ ' >f<
} ¥ oss5- [ | - 1
= 7h = | | ‘I \I ; it
T | [
s R *
68F 5T !
G0 G1 G2 G3 G4 G5 GO G1 G2 G3 G4 G5
Calkowita liczecznosc¢ grzybow Catkowita liczebnos¢ drozdzy
e I A
\ ! 9.4 - | | ]
il \—
| A
— 105 . — 9.2+ ] |
= H | = I (I
Tc%n / \ F‘d:‘," 9- \ ) { q
o to- [ | 1 _ . 7 = | [ [
< L1 { — Voo : T, 88- - J — i VoA
@ { E | >= @ 7 : )
g 9.5 - "’ ‘I“-‘ ; N = 3 86 - \Jﬁ‘\ o E - 4
2 V‘_ﬂ \J 2 h— ’——’* [ £
.QEJJ - % 8.4 - \\ r‘l | / | 1
a 9- 2 i Vo
£ o
@ o i | L
] 5 s J F
L 85r o r — |
£ = !
L [
7.8 =1\
8- +
I I L 7.6 I ' L I '
Go G1 G2 G3 G4 Gb GO G1 G2 G3 G4 G5

Wykres 4. Wykres pudetkowy przedstawiajacy liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizméow
zasiedlajacych kiszonki z lucerny i komonicy zwyczajnej

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica
zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4 — lucerna 60%: komonica zwyczajna
40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%.
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Tabela 8. Struktura mikrobiomu bakteryjnego zasiedlajacego kiszonki z lucerny i komonicy
zwyczajnej przedstawiona jako procentowy udziat rodzajow w zbiorowosci

Wyszczegoblnienie Kiszonki

GO Gl G2 G3 G4 G5
Weissella 7434 67,16 5804* 7930 6546 32,85%*%
Loigolactobacillus 0,31 1,25 0,59 2,05 497 | 17,65%**
Synechococcus 5,00 5,37 1,77 1,92 1,59 1,65
Lactiplantibacillus 0,31 0,62 0,57 0,48 3,22 11,29**
Lentilactobacillus 0,39 1,79 3,18 0,28 1,24 7,86**
Pantoea 0,45 1,63 1,23 0,83 4,74 0,26
Lactobacillus 0,11 1,56 2,79 0,25 2,90 1,15
Pediococcus 1,55 0,62 2,35 0,62 0,87 1,74
Pseudanabaena 1,17 1,48 2,04 0,80 0,32 0,27
Bacillus 0,78 0,54 0,76 0,68 1,04 2,00
Chroococcidiopsis 1,16 1,56 1,63 0,54 0,23 0,49
Levilactobacillus 0,19 0,16 0,51 0,26 0,25 4,20
Latilactobacillus 0,09 0,16 0,14 0,16 0,74 4,07
Brevundimonas 1,03 0,70 1,41 0,33 0,16 0,40
Enterococcus 0,48 0,39 0,58 0,26 0,62 1,46
Ligilactobacillus 0,00 0,16 0,04 0,10 0,05 1,46
Paucilactobacillus 0,03 0,08 0,01 0,12 0,18 1,29
Sphingobium 0,01 1,32 0,03 0,05 0,00 0,00

Wskazane rodzaje <1%,; przynajmniej 1 komorka; kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%:
komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica
zwyczajna 30%; G4 — lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna
50%; rdznice statystycznie istotne okreslono na poziomie P <0,05: * <0,05; ** <0,01; *** <0,001; r6znice
statystycznie istotne oznaczono dla grup doswiadczalnych (G1, G2, G3, G4, G5) wzglgdem grupy
kontrolnej (GO0); w tabeli naniesiono réwniez kolory klas dominacji rodzajéw bakterii zgodnie z przyjeta
metodyka.

Ustalono, zZe najbardziej zroznicowang strukturg mikrobiomu wyr6zniaty sig
kiszonki lucerny z 20%, 40% 1 50% udziatem komonicy zwyczajnej pod wzglgdem liczby
rodzajow bakterii stanowigcych gltowne spotecznosci. W grupie z 20% udzialem
komonicy zwyczajnej dominowaly rodzaje Weissella 1 Synechococcus, a takze mniej
licznie zbiorowisko reprezentowali subdominanci rodzajow Lentilactobacillus,
Lactobacillus, Pediococcus 1 Pseudanabaena, ktoérych udzial wynosit minimum 2,01%.
W kiszonce z lucerny z 40% udziatem komonicy zwyczajnej poza dwoma gtownymi
rodzajami stanowigcymi wiekszo$¢ (Weissella 1 Loigolactobacillus) licznie stwierdzono
obecno$¢ rodzajow Lactiplantibacillus, Pantoea 1 Lactobacillus, jako subdominantow
(>2,01%). Jednak najwigksza réznorodno$¢ rodzajowa przy jednoczesnie wysokiej
zawartosci procentowej poszczegolnych grup zostata stwierdzona dla grupy z 50%
udziatem komonicy zwyczajnej. Wykazano trzy rodzaje eudominantow (Weissella,
Loigolactobacillus, Lactiplantibacillus). Grupg¢ dominantow prezentowal rodzaj

Lentilactobacillus, a subdominantami byty rodzaje Levilactobacillus i Latilactobacillus.
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6.2. Zadanie badawcze Il

6.2.1. Charakterystyka chemiczna zielonki i kiszonek
Sktad chemiczny zielonki z lucerny i tuski bobiku zostal zaprezentowany w Tabeli
9. W tusce bobiku oznaczono 83,14 g BOkg? SM, co bylo 2,4 razy nizsza wartoscia
liczbowag w stosunku do BO w zielonce z lucerny. Luska bobiku charakteryzowata si¢

wyzsza zawartoscig frakcji weglowodandéw wioknistych, mianowicie byto to o 187,20 ¢

NDF, 253,30 g ADF i 12,91 g ADL-kg SM wiecej w poréwnaniu do zielonki z lucerny.

Tabela 9. Sktad chemiczny i przydatnos¢ do zakiszania zielonki z lucerny oraz tuski bobiku

Wyszczegdlnienie Zielonka z lucerny Luska bobiku
Sucha masa, g-kg™ §wiezej masy 315,6 881,8
Sktad chemiczny, g'kgt SM

Popiot surowy 80,20 51,93
Biatko ogdlne 197,7 83,14
Thuszcz surowy 11,39 7,330
W1okno surowe 294,6 448 5
NDF 409,4 596,6
ADF 317,6 570,9
ADL 55,63 68,54
L/NDF 0,136 0,115
Taniny, g-kg! SM nd 29,20
Przydatno$¢ do zakiszania

WSC, g'kg? SM 68,37 nd
BC, g kwasu mlekowego-kg™ 58,42 nd
SM

WSC/BC 1,170 nd
FC 40,92 nd

SM — sucha masa; NDF — wiokno neutralno-detergentowe; ADF — wiokno kwasno-detergentowe; ADL —
lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF; WSC — weglowodany rozpuszczalne w
wodzie; BC — pojemnos¢ buforowa; WSC/BC — stosunek weglowodanow rozpuszczalnych w wodzie do
pojemnosci buforowej; FC — wspotczynnik fermentacji wg Weissbach, Auerbach (2013); nd — nie dotyczy.

Charakterystyke sktadu chemicznego sporzadzonych kiszonek zamieszczono
w Tabeli 10. Wraz ze wzrostem udziatu tuski bobiku lub stomy pszennej w zakiszaniu
lucerny wzrastat poziom SM (P<0,001). Stwierdzone w kiszonkach istotne dysproporcje
w ilosci PS, BO oraz WS (P<0,001) uwarunkowane byly zar6wno poziomem, jak
I rodzajem dodatku. Najwyzsza zawartos¢ BO odnotowano w kiszonce z 12,0% tuski
bobiku. Koncentracja TS byla statystycznie rézna (P<0,001), co wynikato z rodzaju
zastosowanego dodatku. Udziat ADF w kiszonkach z r6znym poziomem tuski bobiku lub
stomy pszennej byl istotnie wyzszy (P<0,001) wzgledem kiszonki kontrolnej. Kazdy
poziom dodatku wptynal istotnie na wzrost NDF (P<0,01) i ADF (P<0,001). Wyzsze

wartosci NDF stwierdzono w wariantach z dodatkiem stomy pszennej niz tuski bobiku.
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Tabela 10. Sktad chemiczny kiszonek z lucerny z réznymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej

Sktad chemiczny, g-kg™ SM

Wyszczegoblnienie Sucha Popiot Bie}}ko Thuszcz Wibékno NDE ADE ADL L /NDE WSC
masa surowy ogolne surowy surowe

Kiszonki
Grupa kontrolna 315,6° 99,03° 195,5 % 19,64 ¢ 2254 °¢ 3749" 290,37 52,64 ¢ 0,157 ¢ 7,550
Lucerna z dodatkiem:
1,2% tuski bobiku 328,5 % 86,63 190,3 ¢ 18,303 307,52 4199 ¢f 361,5°¢ 65,03 3¢ (0,155 2d 9,993
1,2% stomy pszennej 330,2 % 82,66 ¢  178,9bce  1gg5ac 333 5ac 443 0cdl  38p,73ce g8 3EWC (154 e 9,491
2,4% tuski bobiku 353,679 51 acd 184 gabe 17,57 312,73  417,3°f 374,9 cde 66,95 ®¢ 0,160 2>° 15,80
2,4% stomy pszennej 3457 80,34« 17660 1839 3c 339,28 452 2cdef  3gp 7abede  gg 7pabc (15 abede 9,217
3,6% tuski bobiku 400,2° 77,00 Pl 174,9 cde 17,55 ¢ 341,9® 461,3 b 408,7 ¢ 72,60 ® 0,157 a° 12,41
3,6% stomy pszennej 362,40 742800 179 5 abcd 26,382 301,1¢ 442 4 % 368,9 % 62,82 3¢ (,142 bede 14,01
4.8% tuski bobiku 362,9bcde 7581 0bd 177 9bcde 18 47c  31573cd 420 7 €f9 374,3 o 64,84 3¢ (0,154 abcd 13,70
4,8% stomy pszennej 366,44 83,783 164,5% 17,38 ¢ 345,22 494,9° 402,024 68 563C (0,138 bede 9,172
6,0% tuski bobiku 376,3 bcd 84,61 ¢ 174,2 e 17,58 be 344,72 450,2 cdef 419,32 71,932 0,160 ¢ 10,77
6,0% stomy pszennej 366,6 > 91,23%® 174,4°%  20,02%° 3137 453  3816%cd 64,24 0,142 bk 8,166
12,0% tuski bobiku 380,7 ¢ 76,60 P 198,92 15,59 be 281,91 395,59 375,70 g2 353c (1582 8,078
12,0% stomy pszennej 382,9° 80,95 acd 159,1°¢ 21,58 ® 292,61 479,6 372,5 60,30 0,126 ¢ 7,361
18,0% tuski bobiku 391,7 ¢ 64,43 « 184,3 cd 16,37 ¢ 304,9 bed 416,11 401,13 g9 571 2° 0,167 ® 7,679
18,0% stomy pszennej 3953 77,21 b« 1319 22,76  304,7 b« 535,92 404,434 61,96 ° 0,115¢ 7,876
24.0% tuski bobiku 456,82 60,68 ¢ 176,6 Pede 12,30°¢ 311,52 4317 %fo 4136 79,90 2 0,1852 4,720
24,0% stomy pszennej 45582 81,22 abcd 132,8f 23,52%® 308,32 558,92 407,8%°c 66,33  0,119¢% 5,591
SEM 9,134 2,091 4,338 0,768 6,784 12,18 7,037 1,391 0,004 0,707
P rodzaj dodatku * **x* **k* **k* **x%* **%x%* **%* *%* **k* ns
P dawka dodatku *kk *kk * ns *kk ** **k*k * I’]S ns
P o dzaj dodatku x dawka dodatku *kk *kk *kk *kk *kk *kk **kk *% *kk ns

R? 0,887 0,706 0,918 0,672 0,885 0,962 0,890 0,585 0,745 0,393

SM — sucha masa; NDF — wiokno neutralno-detergentowe; ADF — wtdkno kwasno-detergentowe; ADL — lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF;
WSC - weglowodany rozpuszczalne w wodzie; SEM — btad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05);
wartosci oznaczone tymi samymi literami (a — g) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * < 0,05; ** <0,01; *** < 0,001.

74



Koncentracja ADL jedynie w grupach z dodatkiem tuski bobiku na poziomie 3,6%, 6,0%
I 24,0% byta istotnie wyzsza (P<0,01) w porownaniu z grupa kontrolng. Wraz ze
wzrostem udziatu tuski bobiku wzrastata warto§¢ wskaznika L/NDF, a w przypadku
dodatku stomy pszennej zaobserwowano tendencj¢ odwrotng (P<0,001).

Analizowane parametry fermentacji kiszonek do$wiadczalnych zamieszczono
w Tabeli 11. W poréwnaniu do grupy kontrolnej wartosci pH byly istotnie rozne
(P<0,001) jedynie dla wariantéw o najnizszych udziatach tuski bobiku (1,2% i 2,4%) oraz
z dodatkiem 1,2% stomy pszennej. Pozostate kiszonki miaty zbiezne wartosci pH.
Koncentracja kwasu mlekowego byta r6zna (P<0,01) wytacznie miedzy kiszonka z grupy
3,6% stomy pszennej o najwyzszej wartosci, a wariantami zakiszonej lucerny z 24,0%
tuski bobiku i 24,0% stomy pszennej, dla ktérych stwierdzono wartosci najnizsze.
Pomimo braku istotnych rozbieznos$ci wsrdd pozostalych wariantow do$wiadczalnych
z grupg kontrolng nalezalo zwroci¢ uwage na zmniejszajaca si¢ ilos¢ kwasu wraz ze
wzrostem dawki dodatku absorbujacego, niezaleznie od jego rodzaju. Najnizsza
zawarto$¢ kwasu octowego stwierdzono w kiszonkach z 24,0% tuski bobiku i 24,0%
stomy pszennej (P<0,001). Wyzszg warto$¢ stosunku kwasu mlekowego do octowego
(P<0,01) stwierdzono w kiszonce z 2,4% tuski bobiku wzgledem grupy kontrolnej i grup
z 3,6% i 6,0% tuski bobiku oraz 2,4%, 4,8%, 6,0%, 18,0% i 24,0% stomy pszenne;.

Najwyzsza koncentracja kwasu propionowego zostala stwierdzona w kiszonce
z lucerny z dodatkiem 1,2% stomy pszennej (Tabela 11). Kiszonka ta uzyskata istotnie
wyzsza warto$¢ dla kwasu wzgledem grup z 4,8%, 12,0%, 18,0% i 24,0% tuski bobiku
lub stlomy pszennej (P<0,001). Kwas mastowy wystepowatl w $ladowych ilosciach,
najwyzsza zawarto$¢ odnotowano w grupie z 24,0% stomy pszennej (>0,5 g-kg™ SM)
(P<0,001). Niezaleznie od rodzaju dodatku wszystkie grupy o dawce absorbentu do
poziomu 6,0% wilacznie uzyskaty nizsze zawarto$ci kwasu mastowego.

Kiszonki z 18,0% i 24,0% tuski bobiku miaty nizszg koncentracj¢ LKT (P<0,001)
(Tabela 11). W kiszonkach z 12,0% i 24,0% tuski bobiku, 3,6% i 4,8% stomy pszennej
nie odnotowano obecnosci etanolu, a jego koncentracja w pozostalych wariantach tacznie
z grupg kontrolng byta niska (P>0,05). Najwyzsza koncentracjag N-NH3 charakteryzowata
si¢ grupa z 12,0% stomy pszennej (P<0,001). Istotne dysproporcje w ilosci N-NH3
odnotowano dla grup z 12,0% tuski bobiku i 12,0% stomy pszennej (P<0,05). Grupy
0 nizszym poziomie dodatku tuski bobiku, jak i stomy pszennej od 1,2% do 4,8%, miaty

istotnie nizszg zawarto$¢ N-NH3z wzgledem grupy z 12,0% stomy pszennej (P<0,01).
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Tabela 11. Wybrane parametry fermentacji kiszonek z lucerny z r6znymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszenne;j

Produkty fermentacji, g-kg™ SM

Wyszczegoblnienie oH N-NH;s, Kwas Kwas Kwas Kwas LKT Kwas mlekowy Etanol
gkg Nogsiny  mlekowy octowy propionowy  mastowy : kwas octowy

Kiszonki
Grupa kontrolna 5,152 73,41 3¢ 32,28 ¢ 6,999 2 0,189 ¢ 0,243 & 7,452 2 4,628° 0,168
Lucerna z dodatkiem:
1,2% tuski bobiku 4,83¢ 55,31 °¢ 25,86 ¢ 4,936 ¢ 0,180 ¢ 0,004 P 5,141 3¢ 5,383 2 0,073
1,2% stomy pszennej 4,92 b 61,90 ¢ 34,65 ® 6,885 2 0,266 2 0,013° 7,181 % 5,051 0,968
2,4% tuski bobiku 4,87« 56,60 ° 35,12 % 4,828 ¢ 0,155 a° 0,004 ° 5,000 2° 7,1582 1,696
2,4% stomy pszennej 5,00 2bcd 62,82 ¢ 26,40 ° 6,006 2° 0,211 ® 0,004 ° 6,237 3¢ 4,409 ° 2,234
3,6% tuski bobiku 4,99 abcd 62,87 ¢ 28,33 c 6,166 2° 0,199 a° 0,004 ° 6,382 3¢ 4,630° 1,164
3,6% stomy pszennej 4,98 abcd 67,69 ™ 36,16 2 6,849 2 0,184 @ 0,005° 7,055 % 5,328 0,000
4.8% tuski bobiku 4,93 abcd 60,99 ¢ 29,50 ¢ 5,773 ¢ 0,115 ¢ 0,004 P 5,912 ¢ 5,201 2 1,304
4,8% stomy pszennej 4,94 abcd 66,21 26,37 &° 6,814 ° 0,122 b 0,004 ° 6,961 3,955° 0,000
6,0% tuski bobiku 4,99 abcd 69,39 ¢ 25,15 ¢ 6,641 % 0,151 ¢ 0,004 P 6,814 ¢ 3,825° 0,243
6,0% stomy pszennej 4,95 abcd 76,38 3¢ 27,25 ¢ 6,640 0,194 & 0,004 ° 6,856 ¢ 4,135° 0,607
12,0% tuski bobiku 5,08 20¢ 66,63 o 23,85 ¢ 4,420 ¢ 0,116 ¢ 0,281 % 4,836 ¢ 5,400 2 0,000
12,0% stomy pszennej 5,07 ¢ 90,40 2 26,20 ¢ 4,887 ¢ 0,118 ™ 0,435 2 5,452 ¢ 5,363 ® 0,560
18,0% tuski bobiku 4,93 abcd 68,45 ¢ 21,05 ¢ 4,038 ¢ 0,116 ¢ 0,047° 4,211 % 5,246 ® 0,017
18,0% stomy pszennej 5,14 85,07 ® 22,67 ¢ 4,869 ° 0,085 ™ 0,234 % 5,206 3¢ 4,667 " 0,084
24.0% tuski bobiku 5,01 2bcd 74,13 ¢ 19,84 ¢ 3,661°¢ 0,090 b° 0,053° 3,814°¢ 5,449 ® 0,000
24,0% stomy pszennej 5,07 ¢ 73,61 ¢ 17,31°¢ 3,834 ¢ 0,066 ¢ 0,504 2 4,410 ®° 4512° 0,409
SEM 0,021 2,189 1,261 0,276 0,013 0,039 0,270 0,182 0,161
P rodzaj dodatku l * ns * ns ns *x ns ns
P dawka dodatku *kk *% *% **kk *kk *kk *kk ns nS
P rodzaj dodatku x dawka dodatku faeded FhE ** fadoded fadoded fadeled ** ** ns

R? 0,673 0,711 0,601 0,672 0,660 0,781 0,642 0,621 0,296

SM - sucha masa; N-NH3z — azot amoniakalny, g-kg? Nogoiny; LKT — suma lotnych kwaséw thuszczowych tj. kwasu octowego, propionowego, izomastowego, mastowego,
izowalerianowego, walerianowego; SEM — blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono roznic statystycznych (P > 0,05); warto$ci
oznaczone tymi samymi literami (a — d) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * < 0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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6.2.2. Zwiazki azotowe zielonki i kiszonek

W sktadzie BO zielonki z lucerny przed zakiszeniem TP stanowito 68,13% BO,
a SCP bylto rowne 9,73% BO (Tabela 12). W kiszonce kontrolnej podczas zakiszania
55,42% TP zostalo zdegradowane do prostszych form. W poréwnaniu do zielonki
z lucerny w kiszonce kontrolnej stwierdzono wzrost frakcji SCP o 25,27 pkt. % oraz
ADICP 0 0,13 pkt. % i obnizenie zawarto$ci NDICP o 4,16 pkt. %.

Wszystkie odnotowane réznice w analizowanych frakcjach BO sporzadzonych
kiszonek zostaly potwierdzone statystycznie (P<0,001) (Tabela 12). Najwyzsze
i jednoczes$nie istotnie rozne zawartosci TP miaty kiszonki z 18,0% i 24,0% tuski bobiku
oraz 18,0% stomy pszennej w stosunku do grupy kontrolnej. Kiszonki te uzyskaly
odpowiednio o 11,82 pkt. %, 10,51 pkt. % i 13,38 pkt. % wyzsza zawartos¢ TP
w stosunku do kiszonki grupy kontrolnej. Luska bobiku lub stoma pszenna w dawce do
12,0% wtacznie nie wplyneta na poprawe jakosci BO kiszonek, a réznice w ilosci TP
i SCP migdzy wariantami niezaleznie od rodzaju dodatku nie byly istotne statystycznie.
Zastosowanie 18,0% lub 24,0% tuski bobiku badz stomy pszennej obnizylo poziom
frakcji SCP w kiszonkach. Kiszonka z 2,4% tuski bobiku uzyskala najnizsze wartosci
NDICP, a wyzsze poziomy stomy pszennej (18,0% i 24,0%) spowodowaty, ze kiszonki
miatly najwyzsza koncentracje tejze frakcji w stosunku do grupy kontrolnej (o 4,94 pkt.
% 4,77 pkt. %, odpowiednio). Frakcja ADICP wzrastata przy wyzszych poziomach tuski
bobiku (12,0%, 18,0% i 24,0%) i stomy pszennej (18,0% i 24,0%).

Na podstawie przeprowadzonych analiz statystycznych w badaniach wilasnych
wykazano, Ze rodzaj absorbentu istotnie wptywat tylko 1 wylacznie na koncentracje
frakcji TP, co sugeruje aktywnos¢ tanin zawartych w tusce bobiku (Wykres 5). Poziom
zastosowanego dodatku, nie zaleznie od rodzaju miatl istotny wptyw na wszystkie
omowione powyzej frakcje BO. Analiza interakcji wykazata, Zze pomigdzy czynnikami
niezaleznie od stopnia indywidualnego wplywu wystapit istotny efekt interakcji, ktory
wplywatl na zmienng zalezng TP, SCP, NDICP i ADICP (Wykres 5).

W Tabeli 13 zaprezentowano frakcje biatkowe zielonki z lucerny i kiszonek
do$wiadczalnych wedtug systemu CNCPS v 6.5. Zielonka z lucerny charakteryzowata
si¢ bardzo niska koncentracja rozpuszczalnej frakcji PAl. Glownym sktadnikiem BO
zielonki byta frakcja PB1 stanowiaca 51,42% BO. Podczas zakiszania BO lucerny
istotnie zmienito swdj sktad. Odnotowano wzrost udziatu frakcji PA1 w kiszonkach

wzgledem zielonki z lucerny, byt to §rednio 20-krotny wzrost wartosci liczbowe;.
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Tabela 12. Frakcje biatkowe zielonki i kiszonek z lucerny z réznymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej

Frakcje biatkowe, % biatka ogdlnego

Wyszczegoblnienie Biatko wiasciwe Bialko rozpuszczalne w Bialko nierozpuszczalne w Biatko nierozpuszczalne w
buforze neutralnym detergencie kwasnym detergencie

Zielonka z lucerny 68,13 9,73 14,29 6,69
Kiszonki
Grupa kontrolna 37,76 ¢ 35,00 b<d 10,13 bede 6,82 %19
Lucerna z dodatkiem:
1,2% tuski bobiku 36,05 ©f 38,75 ® 8,76 ©f 5,649
1,2% stomy pszennej 36,42 ¢ 42,222 8,16 ™ 6,15
2,4% tuski bobiku 34,95 ©f 39,48 ® 7429 6,52 ©f
2,4% stomy pszennej 33,83 38,21 % 8,84 ©f0 5,84 9
3,6% tuski bobiku 37,89 ¢f 39,05 % 8,93 ¢f9 7,32 def
3,6% stomy pszennej 35,40 °f 38,47 % 8,55 ¢fo 6,32 €fo
4,8% tuski bobiku 42,01 odef 38,62 9,04 defo 6,81 defo
4,8% stomy pszennej 37,74 ¢ 38,96 9,77 cdef 6,81 def
6,0% tuski bobiku 37,99 ¢f 39,26 8,59 ©f 7,74
6,0% stomy pszennej 40,48 cdef 37,59 ¢ 9,20 defo 7,28 %°f
12,0% tuski bobiku 39,61 %f 31,86 e 11,65 ° 8,60 ¢
12,0% stomy pszennej 37,36 f 33,83 bede 11,65° 7,40
18,0% tuski bobiku 49,58 ¢ 29,15 % 11,29 b 10,49 2
18,0% stomy pszennej 51,142 30,63 15,072 9,38
24,0% tuski bobiku 48,27 b 30,22 % 10,84 bed 9,67
24,0% stomy pszennej 44,30 ©%* 28,42 ° 14,90 @ 9,962
SEM 2,226 1,013 0,515 0,354
P rodzaj dodatku *x ns ns ns
P dawka dodatku falkalel falkalel el foieled
P rodzaj dodatku x dawka dodatku fadaled falaled fadeled fleled
R? 0,560 0,662 0,806 0,415

SEM - blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono roznic statystycznych (P > 0,05); wartosci oznaczone tymi samymi literami (a — g) nie
ro6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Wykres 5. Analiza interakcji dla frakcji biatkowych kiszonek z lucerny z r6znymi udziatami tuski

bobiku lub stomy pszennej
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Tabela 13. Frakcje biatkowe zielonki i kiszonek z lucerny z r6znymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej wedtug CNCPS v 6.5

Frakcje biatkowe wedtug CNCPS v 6.5, % biatka ogdlnego

Wyszczegoblnienie

Frakcja PA1 Frakcja PA2 Frakcja PB1 Frakcja PB2 Frakcja PC

Zielonka z lucerny 0,35 33,94 51,42 7,60 6,69
Kiszonki
Grupa kontrolna 7,34 ¢ 54,87 @ 27,66 Pc%® 3,31 b 6,82 %fd
Lucerna z dodatkiem:
1,2% tuski bobiku 5,53 ¢ 56,68 2° 29,03 ¢ 3,12 bed 5,64 9
1,2% stomy pszennej 6,19°¢ 58,94 26,71 % 2,01 %f 6,15
2,4% tuski bobiku 5,66 ¢ 54,30 < 32,62 c 0,90 ¢ 6,52
2,4% stomy pszennej 6,28 ¢ 59,56 2 25,320 3,00 bedef 5,849
3,6% tuski bobiku 6,29 ¢ 54,52 cd 30,26 ° 1,61 df 7,32 def
3,6% stomy pszennej 6,77 ¢ 56,49 ¢ 28,19 % 2,23 cdef 6,32 ©f
4,8% tuski bobiku 6,10 ¢ 53,21 bed 31,65 2 2,23 odef 6,81 dfo
4,8% stomy pszennej 6,62 "¢ 52,15 cd 31,46 ® 2,96 bedef 6,81 def9
6,0% tuski bobiku 6,94 ¢ 51,28 ¢ 33,192 0,85 ¢f 7,74
6,0% stomy pszennej 7,64 ¢ 52,34 ¢ 30,82 ¢ 1,92 def 7,28 def
12,0% tuski bobiku 6,66 ° 52,98 « 28,71 ¥c 3,05 bede 8,60 ¢
12,0% stomy pszennej 9,042 52,01 ¢ 27,30 %® 4,25 @b 7,40 cd
18,0% tuski bobiku 6,85 ¢ 52,95 < 28,90 ° 0,81f 10,49 @
18,0% stomy pszennej 8,51 53,10 ™ 23,32 5,69 2 9,38
24.,0% tuski bobiku 7,41 ¢ 49,62 ¢ 32,132 1,17 def 9,67 %
24,0% stomy pszennej 7,36 ¢ 52,49 « 25,25° 4,94 %® 9,96 °
SEM 2,189 0,624 0,990 0,334 0,354
P rodzaj dodatku * ns ns Fhx ns
P dawka dodatku *x falalel flalel ns flelel

*kk *kk *kk *kk **k*k

P rodzaj dodatku x dawka dodatku

R? 0,711 0,665 0,656 0,137 0,415

PA1 — azot amoniakalny; PA2 — biatko rozpuszczalne w buforze; PB1 — bialko nierozpuszczalne w buforze; PB2 — biatko zwigzane z widoknem; PC — biatko niestrawne; SEM
— blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono roznic statystycznych (P > 0,05); wartosci oznaczone tymi samymi literami (a — g) nie roznig
si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Niezaleznie od rodzaju i dawki zastosowanego dodatku gtowna frakcje BO w kiszonkach
stanowita wowczas frakcja PA2 w zakresie od 49,62% do 59,56% BO. Druga co do ilosci
byta frakcja PB1 w kiszonkach, ktorej udzial zmniejszyt si¢ w wyniku zakiszenia lucerny
niezaleznie od rodzaju i poziomu dodatku.

Warianty dos$wiadczalne kiszonek nie roznity si¢ istotnie od grupy kontrolnej
zawartoscig frakcji PA1 (Tabela 13). Kiszonki z dodatkiem tuski bobiku lub stomy
pszennej na poziomie od 1,2% do 4,8% wlacznie oraz kiszonka z 12,0% i 18,0% tuski
bobiku mialy istotnie nizszg zawarto$¢ frakcji PA1 wzgledem kiszonki z 12,0% stomy
pszennej, dla ktorej stwierdzono wartos¢ najwyzsza tejze frakcji. Frakcja PA2 stanowita
gléwny sktadnik BO wszystkich kiszonek, ktérego zawartos$¢ nie byta rézna statystycznie
wzgledem grupy kontrolnej dla Zadnego ze sporzadzonych wariantéw do§wiadczalnych.
Najwyzsza zawartos¢ frakcji PA2 stwierdzono w kiszonce z 2,4% stomy pszennej. Grupa
z 24,0% *tuski bobiku uzyskata istotnie najnizszg wartos¢ frakcji PA2 1 jeden
z najwyzszych udziatow frakcji PB1 (32,13% BO), istotnie wyzszy od grupy kontrolne;j,
obok kiszonki z 6,0% tuski bobiku (PB1 = 33,19% BO). Najmniej frakcji PB1
stwierdzono w kiszonce z 18,0% stomy pszennej. W grupach o tych samych poziomach
absorbentu, lecz przy wykorzystaniu stomy pszennej kiszonki uzyskiwaty zwykle nizsze
wartosci PB1, ktore nie zostaly potwierdzone statystycznie. Poréwnujac sktad BO
kiszonek w badaniach wiasnych stwierdzono istotnie wzrastajacy udziat frakcji PC wraz
ze wzrostem udziatu dodatku, niezaleznie od jego rodzaju.

Rodzaj dodatku istotnie wptywal na frakcje PA1 (P<0,05) i PB2 (P<0,001),
natomiast dawka dodatku miata potwierdzony statystycznie wptyw na udziat frakcji PAL
(P<0,01), PA2, PB1, i PC (P<0,001). Wplyw istotnej interakcji obu czynnikow
doswiadczalnych, zaobserwowano dla wszystkich frakcji BO przedstawionych
w systemie CNCPS v 6.5. Najbardziej korzystny sktad BO uzyskatla lucerna zakiszona
z tuska bobiku na poziomie 24,0%, aczkolwiek analiza wariancji potwierdzita jedynie
wplyw tuski bobiku jako Zrodta tanin dla frakcji PAL i PB2. Nizsze udziaty tuski bobiku
w zakiszaniu lucerny w dawce od 1,2% do 18,0% wiacznie nie dawaty oczekiwanego

efektu ograniczenia przemian proteolitycznych.
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6.2.3. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro zielonki i kiszonek

Rozktadalnos¢ in vitro SM oraz kinetyka rozktadu dla kiszonek znacznie si¢ roznita
wzgledem zielonki (Wykres 6). Wszystkie kiszonki doswiadczalne niezaleznie od
poziomu i rodzaju absorbentu uzyskalty wyzsza poczatkowa degradacje SM dla czasu 0 h
w poréwnaniu z zielonkg. Wraz ze wzrostem zawartosci tuski bobiku lub stomy pszenne;j
rozktadalno$¢ SM w czasie 0 h malata. Zielonka charakteryzowata si¢ szybszym tempem
rozktadu SM w czasie pierwszych 2 h inkubacji w poréwnaniu do kiszonek. Ilos¢ SM
roztozonej in vitro dla kiszonek oraz zielonki znacznie wzrastata w kolejnych godzinach
inkubacji. Kiszonki doswiadczalne z grupy 1,2% oraz 2,4% tuski bobiku lub stomy
pszennej od 2 h do 24 h inkubacji miaty zblizone ilo$ci rozktadu SM zaré6wno wzgledem
zielonki, jak i kiszonki kontrolnej. Miedzy 8 h, a 24 h inkubacji zaobserwowano
najwyzszy rozktad SM dla kiszonek niezaleznie od rodzaju i dawki dodatku. Sporzadzone
kiszonki z lucerny z tuskg bobiku lub stomg pszenng na poziomie 12,0%, 18,0% i 24,0%
charakteryzowaly si¢ najwolniejszym rozktadem SM in vitro do 48h inkubacji wiacznie.

Zielonka z lucerny, a takze sporzadzone kiszonki mialy wysokie warto$ci
wspotczynnika R2, co wskazywalo na dobre dopasowanie przyjetego modelu.
W kiszonkach z 6,0%, 18,0% i 24,0% tuski bobiku, gdzie wzrosto tempo rozktadu SM
wzgledem grupy kontrolnej (Wykres 6). Pod wzgledem ilosci zastosowanego dodatku
tempo rozktadu dla wariantow 2,4% i 4,8% byto wyzsze po zastosowaniu stomy pszenne;j
w porownaniu do tuski bobiku, co wykazano na podstawie wyzszych wartosci statej
wzrostu (1) (Tabela 14). W oparciu o wyznaczony model kinetyki rozktadu stwierdzono
wzrost rozktadu SM in vitro dla kiszonek z 18,0% i 24,0% tuski bobiku (Wykres 6).

Rozktadalnos¢ BO in vitro zaréwno zielonki z lucerny, jak i kiszonek
doswiadczalnych byla odmienna wzgledem degradacji SM (Wykres 7). Stwierdzono
znaczne dysproporcje w degradacji BO w kiszonkach w stosunku do zielonki. Ilos¢ BO
roztozonego w czasie 0 h dla kiszonek byta $rednio 3 — 4 razy wyzsza w poréwnaniu do
zielonki z lucerny. Tempo rozktadu BO dla wybranych wariantow po zakiszeniu lucerny
bylo wolniejsze niezaleznie od poziomu i1 rodzaju zastosowanego dodatku wzgledem
zielonki. W grupie z dodatkiem tuski bobiku od 4,8% do 24,0% stwierdzono nizszg ilo$¢
BO roztozonego dla czasu 0 h i 2 h inkubacji. Natomiast dla pozostatych godzin inkubacji
kiszonki z 12,0%, 18,0% i 24,0% *tuski bobiku wykazywaly zmniejszong ilo$¢
roztozonego BO do czasu 48 h wlacznie. Warianty z dodatkiem stomy pszennej miatly

wyzszg rozktadalnoscig BO in vitro, tgcznie z wynikiem koncowym, dla 48 h inkubacji.
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Miarg tempa zachodzacych zmian w degradacji BO in vitro byta stata wzrostu (r)
podana w Tabeli 14, ktorej nizsze wartosci wzgledem grupy kontrolnej uzyskaty warianty
z 24,0% tuski bobiku i 1,2%, 3,6%, 12,0% oraz 18,0% stomy pszennej. Kinetyka rozktadu
BO in vitro byta zroznicowana dla poszczegdlnych poziomdéw zastosowania dodatku, nie
wykazano zadnej tendencji o charakterze liniowym. Szybsza degradacj¢ BO in vitro
odnotowano na poziomie 1,2%, 3,6%, 4,8%, 12,0% oraz 18,0% dodatku tuski bobiku,
w pozostatych wariantach szybsze tempo rozktadu BO byto obserwowane dla wariantow
z dodatkiem stomy pszennej. Wartosci wspotczynnika R? byty wysokie dla wszystkich
wariantow doswiadczalnych kiszonek, jak i dla zielonki z lucerny (Wykres 7).

Tabela 14. Parametry modelu kinetyki rozktadu suchej masy i biatka ogdlnego zielonki
i kiszonek z lucerny z r6znymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej

Wyszczegblnienie Sucha masa Biatko ogdlne
r K r K

Zielonka z lucerny 0,347 67,87 0,451 61,08
Kiszonki

TO grupa kontrolna 0,094 67,60 0,296 65,01
T1 lucernaz 1,2% tuski bobiku 0,088 69,69 0,297 70,36
K1 lucerna z 1,2% stomy pszennej 0,088 70,53 0,224 78,08
T2  lucerna z 2,4% tuski bobiku 0,089 72,27 0,281 75,58
K2 lucerna z 2,4% stomy pszennej 0,140 61,11 0,499 69,39
T3  lucerna z 3,6% tuski bobiku 0,051 63,75 0,386 62,39
K3 lucerna z 3,6% stomy pszennej 0,050 70,99 0,287 67,47
T4  lucerna z 4,8% tuski bobiku 0,086 66,70 0,497 62,91
K4 lucerna z 4,8% stomy pszennej 0,123 56,24 0,417 65,40
T5 lucerna z 6,0% tuski bobiku 0,115 54,47 0,357 64,92
K5 lucerna z 6,0% stomy pszennej 0,166 58,85 0,573 69,33
T6  lucerna z 12,0% tuski bobiku 0,099 59,76 0,424 58,75
K6 lucerna z 12,0% stomy pszennej 0,099 63,46 0,283 68,20
T7  lucerna z 18,0% tuski bobiku 0,129 60,51 0,332 59,06
K7 lucerna z 18,0% stomy pszennej 0,086 59,43 0,239 62,99
T8 lucerna z 24,0% tuski bobiku 0,100 63,14 0,162 59,36

K8 lucerna z 24,0% stomy pszennej 0,115 51,57 0,568 63,73

r — stata wzrostu (1-h™?); K — state w modelu.
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6.2.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

Wybrane grupy mikroorganizmow zasiedlajacych kiszonki doswiadczalne zostaty
przedstawione w Tabeli 15. Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy wariantami
niezaleznie od rodzaju, ani dawki zastosowanego dodatku na catkowitg liczebno$¢
bakterii i tadunek Bacillus spp. (P>0,05). Najwyzszg liczebno$cig Lactobacillus spp.
charakteryzowata si¢ kiszonka z 1,2% tuski bobiku w stosunku do kiszonek z 12,0%,
18,0% i 24,0% tuski bobiku, a takze 12,0% i 18,0% stomy pszennej (P<0,001).
Najwicksze dysproporcje w kiszonkach zostaly zaobserwowane dla liczebnosci
Clostridium spp. (Wykres 8). Kiszonka z 24,0% stomy pszennej miala najwyzsza
liczebnos¢ Clostridium spp., jednak nie r6znita si¢ istotnie od grupy kontrolnej. Najnizszy
tadunek Clostridium spp. zarowno wzglgdem kiszonki kontrolnej, jak i pozostatych grup
uzyskata kiszonka z 6,0% tuski bobiku. Porownywalnie niskie liczebnos$ci tego rodzaju
odnotowano dla kiszonek z 2,4% i 24,0% tuski bobiku oraz 4,8% stomy pszenne;j.
Catkowita liczebno$¢ grzybow byta najwyzsza w grupie z 2,4% tuski bobiku, zar6wno
wzgledem okre§lonych wariantow doswiadczalnych, jak 1 grupy kontrolne;j.
Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono najwyzszy tadunek drozdzy dla
kiszonek z dodatkiem tuski bobiku na poziomie 1,2%, 2,4%, 12,0%, 18,0% i 24,0%.

Struktura mikrobiomu bakteryjnego kiszonek wskazywata na duza r6znorodnosé¢
pomiedzy wariantami do$wiadczalnymi (Tabela 16). Wykazano, ze najliczniejszym
rodzajem byt Weissella, bedacy eudominantem (>10%) w grupie kontrolnej, a takze
w kiszonkach z 1,2%, 2,4%, 3,6%, 4,8%, 6,0%, 18,0% tuski bobiku i 1,2%, 2,4%, 3,6%,
4,8%, 6,0%, 24,0% stomy pszennej. Do pozostalych eudominantow nalezaty rodzaje
Lactiplantibacillus (4,8%, 6,0% *tuski bobiku), Pantoea (12,0%, 18,0% tuski bobiku;
6,0%, 12,0% stomy pszennej), Loigolactobacillus (grupa kontrolna) oraz Klebsiella
(2,4% stomy pszennej). W grupie dominantéw znalazly si¢ rodzaje Weissella (12,0%
tuski bobiku; 12,0%, 18,0% stomy pszennej), Lactiplantibacillus (grupa kontrolna; 1,2%,
3,6%, 18,0% tuski bobiku; 1,2%, 3,6%, 4,8% stomy pszennej), Pantoea (24,0% tuski
bobiku), Loigolactobacillus (1,2%, 2,4%, 3,6%, 4,8%, 18,0% tuski bobiku; 1,2%, 3,6%,
18,0% stomy pszennej), Klebsiella (12,0%, 18,0%, 24,0% tuski bobiku; 6,0%, 12,0%,
18,0% stomy pszennej), Latilactobacillus (1,2%, 2,4% tuski bobiku; 6,0%, 24,0% stomy
pszennej), Escherichia (12,0%, 18,0% *tuska bobiku; 2,4%, 12,0% stomy pszennej),
Levilactobacillus (18,0% tuski bobiku; 6,0% stomy pszennej), Enterobacter (2,4% stomy

pszennej), Pedicoccus (4,8% stomy pszennej), Lactococcus (24,0% tuski bobiku).
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Tabela 15. Liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizméw zasiedlajacych kiszonki z lucerny z réznymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej (Iog10 liczby
kopii genu-g™* SM)

Calkowita Calkowita Catkowita
Wyszczegodlnienie i py .. Lactobacillus spp. Bacillus spp. Clostridium spp. liczebnos¢ liczebnos¢

iczebnos¢ bakterii orzybow drozdzy
Kiszonki
Grupa kontrolna 9,740 8,260 ® 7,871 7,251 % 9,637° 7,513
Lucerna z dodatkiem
1,2% tuski bobiku 9,957 8,564 2 7,892 6,294 9,494 P 7,782%
1,2% stomy pszennej 9,698 8,205 7,852 6,402 10,11 % 7521 %
2,4% tuski bobiku 9,509 8,229 ® 7,458 3,964 ™ 11,30 % 8,105 @
2,4% stomy pszennej 9,875 8,279 %® 7,738 5,048 ¢ 10,29 ® 7,374 %
3,6% tuski bobiku 9,645 8,165 ® 7,580 4,935 3¢ 9,500 P 7,464 %
3,6% stomy pszennej 9,661 8,235 % 7,762 5,172 3¢ 9,347 ° 7,354 %
4,8% tuski bobiku 9,491 8,200 * 7,827 4,424 3¢ 9,550 ° 7,534 2
4,8% stomy pszennej 9,413 8,031 %® 7,569 4,152 ¢ 9,427 ° 7,197 ®¢
6,0% tuski bobiku 9,425 8,096 7,337 2,662 ¢ 9,397° 7,405
6,0% stomy pszennej 9,652 8,262 % 7,697 5,048 3¢ 9,212° 7,156 ¢
12,0% tuski bobiku 8,040 7,764° 7,630 6,257 ¢ 9,546 ° 8,223
12,0% stomy pszennej 9,367 7,734° 7,374 6,038 &° 9,260 ° 5,465 ¢
18,0% tuski bobiku 9,736 7,955 P 7,820 5,627 3¢ 9,711° 8,280 °
18,0% stomy pszennej 9,379 7,755° 7,392 7,063 % 9,699 ° 5,450 ¢
24,0% tuski bobiku 9,859 7,983° 7,916 4,178 " 9,720° 8,540
24,0% stomy pszennej 9,754 8,046 ® 7,551 7,851°2 10,34 5,829 b
SEM 0,100 0,052 0,046 0,319 0,122 0,215
P rodzaj dodatku ns ns ns kel ns faleled
P dawka dodatku ns Fkk ns *kk *kKk ns
P rodzaj dodatku x dawka dodatku ns falolel il kel el ool
R? 0,337 0,668 0,578 0,649 0,647 0,765

SEM - blad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — c) nie
ro6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Calkowita liczebnosc bakterii Lactobacillus spp.
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Wykres 8. Wykres pudetkowy przedstawiajacy liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizméw
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tuski bobiku; K4 — lucerna z 4,8% stomy pszennej; T5 — lucerna z 6,0% tuski bobiku; K5 — lucerna z 6,0%
stomy pszennej; T6 — lucerna z 12,0% tuski bobiku; K6 — lucerna z 12,0% stomy pszennej; T7 — lucerna z
18,0% tuski bobiku; K7 — lucerna z 18,0% stomy pszennej; T8 — lucerna z 24,0% tuski bobiku; K8 — lucerna
z 24,0% stomy pszenne;.
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Tabela 16. Struktura mikrobiomu bakteryjnego zasiedlajacego kiszonki z lucerny z réznymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej przedstawiona jako
procentowy udzial rodzajow w zbiorowosci

Wyszezegolnienie TO T1 KL T2 K2 T3 K3 T4 K& T5 K5 T6 K6 T7 KI_ T8 K8
Weissella 720 7,03 [10,200 647 444 | 50,37
Lactiplantibacillus | 6,9 651 7,34 430 333 569 7,19 9,33 553 4,69 245 4,29
Pantoea 18 120 248 239 346 110 358 143 255 0,38 406 | 835 024
Loigolactobacillus  [J2MIGM 573 987 602 449 766 7,08 576 264 347 331 28 165 692 654 337 171
Klebsiella 055 087 211 291 OB 120 292 239 268 040 | 669 881 858 807 927 58 0,26
Latilactobacillus 129 707 150 | 521 175 351 147 1,15 131 056 | 513 187 258 403 472 422 | 9,99
Escherichia 056 073 170 291 | 655 086 183 256 191 054 474 650 566 542 493 422 0,21
Levilactobacillus 326 137 115 072 049 173 065 252 114 318 | 637 214 159 = 606 454 374 2,79
Enterobacter 043 045 117 148 | 620 069 188 201 147 047 305 413 364 424 374 366 0,11
Pediococcus 142 279 217 234 207 266 288 225 | 657 177 091 100 124 084 090 077 1093
Lactobacillus 48 411 211 444 230 292 242 131 28 199 032 031 028 069 03l 053 1,19
Companilactobacillus 2,31 2,40 2,68 358 158 284 275 149 222 412 08 047 019 070 032 071 058
Lactococeus 016 229 02 08l 048 032 034 014 100 016 156 203 731 258 406 58 041
Enterococcus 1,09 155 13 201 081 220 161 177 136 143 169 054 199 088 113 365 2,97
Bacillus 098 190 168 1,19 092 175 172 224 210 318 156 072 106 152 121 180 1,50
Salmonella 031 051 077 072 28 038 098 08 115 031 253 310 271 260 234 240 0,07
Stenotrophomonas 0,18 058 146 115 125 222 112 032 064 036 039 161 442 082 207 272 001
Lentilactobacillus 284 043 050 014 08l 052 150 273 035 103 019 006 006 015 018 013 | 921
Leuconostoc 013 037 016 029 013 024 020 014 051 011 110 086 355 263 415 425 0,35
Serratia 010 033 046 024 210 023 047 026 039 000 169 213 165 204 28 258 0,03
Erwinia 010 028 005 124 240 018 015 016 040 000 318 299 078 076 059 049 0,07

Wskazane rodzaje <1%; przynajmniej 1 komdrka; w tabeli naniesiono rowniez kolory klas dominacji rodzajow bakterii zgodnie z przyjeta metodyka.
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Tabela 16 ciag dalszy. Struktura mikrobiomu bakteryjnego zasiedlajacego kiszonki z lucerny z réznymi udzialami tuski bobiku lub stomy pszennej
przedstawiona jako procentowy udziat rodzajow w zbiorowos$ci

Wyszczegolnienie TO T1 K1 T2 K2 T3 K3 T4 K4 T5 K5 T6 K6 T7 K7 T8 K8
Paucilactobacillus 1,33 1,15 0,76 1,39 0,62 1,10 0,85 0,63 0,62 0,69 0,06 0,16 0,44 0,28 1,09 0,39 1,19
Ligilactobacillus 2,15 1,50 0,32 0,67 0,43 0,23 1,09 0,21 0,52 0,67 0,26 0,04 0,06 0,15 0,07 0,07 3,35
Hafnia 0,00 0,03 0,00 0,00 0,05 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,19 0,37 2,55 1,64 2,68 4,09 0,00
Kluyvera 0,00 0,05 0,02 0,10 0,20 0,02 0,07 0,01 0,05 0,00 0,91 0,98 1,74 1,68 4,68 0,65 0,00
Synechococcus 2,10 0,84 1,26 0,96 0,47 0,99 0,93 0,39 0,44 0,45 0,00 0,19 0,68 0,06 0,20 0,72 0,40
Leclercia 0,08 0,24 0,19 0,38 2,63 0,10 0,46 0,32 0,32 0,04 0,58 0,87 1,15 0,91 1,10 0,98 0,03
Edwardsiella 0,01 0,27 0,22 0,33 1,01 0,13 0,32 0,32 0,36 0,09 0,71 1,06 0,56 1,00 1,13 1,10 0,02
Lacticaseibacillus 0,26 0,69 0,62 0,24 0,28 0,41 0,82 0,78 0,50 1,57 0,13 0,13 0,44 0,28 0,37 0,25 0,80
Staphylococcus 0,58 0,91 0,45 0,67 0,25 0,54 0,49 0,55 0,46 0,96 0,58 0,24 0,12 0,37 0,27 0,30 0,49
Proteus 0,07 0,17 0,14 0,29 0,54 0,09 0,25 0,10 0,11 0,04 0,45 0,99 1,09 1,16 0,91 1,29 0,01
Pectobacterium 0,05 0,18 0,15 0,38 0,74 0,06 0,20 0,11 0,15 0,09 0,65 0,80 1,21 0,79 0,72 1,31 0,01
Streptococcus 0,31 0,67 0,40 0,72 0,32 0,36 0,36 0,37 0,43 0,67 0,32 0,23 0,53 0,40 0,26 0,74 0,21
Yersinia 0,03 0,05 0,11 0,00 0,60 0,08 0,18 0,15 0,23 0,02 0,78 0,80 0,87 0,86 1,04 1,07 0,02
Raoultella 0,06 0,17 0,05 0,24 0,81 0,10 0,36 0,14 0,21 0,00 0,26 0,63 0,56 0,65 0,70 1,74 0,02
Neorhizobium 0,22 0,16 0,28 0,33 0,23 0,65 0,32 0,67 1,14 0,07 0,13 0,49 0,22 0,05 0,51 0,74 0,02
Vibrio 0,09 0,14 0,17 0,33 0,80 0,15 0,27 0,27 0,21 0,09 0,65 0,83 0,53 0,48 0,62 0,56 0,02
Citrobacter 0,06 0,09 0,18 0,67 0,76 0,06 0,20 0,31 0,17 0,02 0,52 0,54 0,40 0,54 0,57 0,53 0,03
Sphingomonas 0,02 0,18 0,00 0,05 0,04 0,10 0,04 0,24 0,05 0,04 0,06 0,32 0,81 0,20 1,80 1,40 0,01
Wskazane rodzaje <1%; przynajmniej 1 komorka; w tabeli naniesiono rowniez kolory klas dominacji rodzajow bakterii zgodnie z przyjetg metodyka. Kiszonki: TO —

grupa kontrolna, lucerna bez dodatku tuski bobiku lub stomy pszennej; T1 — lucerna z 1,2% tuski bobiku; K1 — lucerna z 1,2% stomy pszennej; T2 — lucerna z 2,4% tuski
bobiku; K2 — lucerna z 2,4% stomy pszennej; T3 — lucerna z 3,6% tuski bobiku; K3 — lucerna z 3,6% stomy pszennej; T4 — lucerna z 4,8% tuski bobiku; K4 — lucerna z 4,8%
stomy pszennej; T5 — lucerna z 6,0% tuski bobiku; K5 — lucerna z 6,0% stomy pszennej; T6 — lucerna z 12,0% tuski bobiku; K6 — lucerna z 12,0% stomy pszennej; T7 — lucerna
z 18,0% tuski bobiku; K7 — lucerna z 18,0% stomy pszennej; T8 — lucerna z 24,0% tuski bobiku; K8 — lucerna z 24,0% stomy pszenne;.
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Na podstawie zaprezentowanych wynikow stwierdzono nizsze udziaty rodzaju Weissella
w grupach o wyzszej dawce tuski bobiku (12,0%, 18,0%, 24,0%). Sposrod wyraznych
tendencji  zaobserwowano wigckszy udzial rodzajow Pantoea, Escherichia,
Levilactobacillus, Enterobacter, Lactococcus, Salmonella, Leuconostoc i Serratia
w wariantach o wyzszym poziomie tuski bobiku (12,0%, 18,0%, 24,0%).
Przeprowadzona  analiza  sekwencjonowania  nanoporowego  wykazala,
ze najwickszym zréznicowaniem charakteryzowat si¢ mikrobiom bakteryjny kiszonki
z 24,0% tuski bobiku lub 2,4% i 18,0% stomy pszennej. W tych grupach odnotowano
najwigksza ilo$¢ rodzajow bakterii stanowigcych powyzej 2,01% ogdtu spotecznosci.
W kiszonkach z 18,0% stomy pszennej i 24,0% tuski bobiku nie stwierdzono obecnosci
zadnego rodzaju o charakterze eudominanta. Najwieksze dysproporcje mialy miejsce na
poziomie dawki 24,0%, w tej grupie lucerna zakiszona z tuskg bobiku charakteryzowata
si¢ bardzo zréznicowanym mikrobiomem, dla ktorego jednak nie stwierdzono obecnosci
rodzaju o charakterze eudominanta. Natomiast w wariancie z 24,0% stomy pszennej
stwierdzono jedna z najnizszych rdéznorodno$ci na poziomie rodzaju bakterii
zasiedlajacych kiszonke, a rodzaj Weissella bgdacy jedynym eudominantem stanowit
powyzej 50%. W tej grupie doswiadczalnej stwierdzono réwniez obecnos¢ jednego
dominanta, ktorym byt rodzaj Latilactobacillus, a takze cztery rodzaje subdominujgce
(Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Enterococcus, Ligilactobacillus).
Skonstruowanie dendrogramu AHC na podstawie macierzy Bray-Curtisa
umozliwito ustalenie odmiennosci struktury spotecznos$ci bakterii pomi¢dzy wariantami
kiszonek doswiadczalnych (Wykres 9). Zaobserwowano utworzenie dwdch wysoce
odmiennych od siebie grup, o wysokim podobienstwie wewnatrzgrupowym.
Do pierwszej grupy reprezentujacej nizsze poziomy dodatku nalezaly warianty od 1,2%
—6,0% tuski bobiku oraz 1,2%, 3,6% i 4,8% stomy pszennej. Pozostate kiszonki tworzyty
drugg grupe o wyzszych udziatach dodatkéw. Kiszonka kontrolna nalezala do grupy

pierwszej, byla zbiezna z grupami o niskich udziatach tuski bobiku lub stomy pszenne;.
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Wykres 9. Dendrogram AHC zréznicowania mikrobiomu dla poszczegdlnych wariantow
doswiadczalnych kiszonek z lucerny z ré6znymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej
utworzony na podstawie charakterystyki mikrobiomu; linia odcigtych i jednakowy kolor linii
wskazuje na brak istotnego zréznicowania w obrebie grup doswiadczalnych

Kiszonki: TO — grupa kontrolna, lucerna bez dodatku tuski bobiku lub stomy pszennej; T1 — lucerna z 1,2
% tuski bobiku; K1 — lucerna z 1,2 % stomy pszennej; T2 — lucerna z 2,4 % tuski bobiku; K2 — lucerna z
2,4 % stomy pszennej; T3 — lucerna z 3,6 % tuski bobiku; K3 — lucerna z 3,6 % stomy pszennej; T4 —
lucerna z 4,8 % tuski bobiku; K4 — lucerna z 4,8 % stomy pszennej; TS — lucerna z 6,0% tuski bobiku; K5
— lucerna z 6,0 % stomy pszennej; T6 — lucerna z 12,0 % tuski bobiku; K6 — lucerna z 12,0 % stomy
pszennej; T7 — lucerna z 18,0 % tuski bobiku; K7 — lucerna z 18,0 % stomy pszennej; T8 — lucerna z 24,0
% tuski bobiku; K8 — lucerna z 24,0 % stomy pszenne;j.

96



6.3. Zadanie badawcze 111

6.3.1. Charakterystyka chemiczna zielonek i kiszonek

W Tabeli 17 zamieszczono sktad chemiczny i przydatno$¢ do zakiszania zielonek
o réznym stopniu przewigdniecia (0 h, 12 h, 24 h). Swieza lucerna (0 h) miata SM réwna
232,3 g'kg FM, po 12 h wiedniecia — 356,9 g-kg? FM, a po 24 h — 480,4 gkg™ FM.
Wraz ze wzrostem SM zielonki zaobserwowano nieznaczny wzrost zawartosci BO
2213,89(0h)do 219,59 (12 h)i225,1 gkg? SM (24 h). Zawartos¢ TS, WS, NDF, ADF
oraz ADL rowniez wzrosta w skutek wiednigcia, a warto$ci L/NDF pomigdzy zielonkami
byly wyréwnane. Wiednigcie wplyngto na poprawe wskaznikoéw przydatno$¢ do
zakiszenia zielonki. Mimo, Ze obnizeniu ulegla zawartos¢ WSC z 72,81 g (0 h) do
67,31 g (12 h) i 57,93 g'kg? SM (dla 24 h) oraz pojemno$¢ buforowa z 69,71 g (0 h) do
63,18 g (12 h) i 58,09 g kwasu mlekowego-kg™* SM (24h), warto$¢ wskaznika FC wzrosta
z 31,59 dla lucerny $wiezej (0 h) do 44,21 i 56,02 dla zielonki po 12 h i 24 h wigdnigcia.

Sktad chemiczny kiszonek réznit sig¢ istotnie dla wszystkich cech za wyjatkiem BO
(Tabela 18). Dodatek suchego lodu nie wptynat na sktad chemiczny i frakcje cukrowcow
kiszonek (P>0,05). Wartoé¢ wspétczynnika R? dla BO byta najnizsza, co dodatkowo
potwierdzito brak wplywu efektu wigdnigcia i/lub dodatku suchego lodu. Zawarto§¢ WS
w kiszonkach byta rozna statystycznie (P<0,001), jednak nie zaobserwowano tendencji
liniowej. W wartosciach frakcji NDF, ADF i ADL stwierdzono istotny wpltyw
przewiedni¢cia surowca oraz obu czynnikéw doswiadczalnych (P<0,001), co
potwierdzono wysokimi warto§ciami wspotczynnika R? (0,966, 0,939, 0,973,
odpowiednio). W grupie kiszonek z lucerny 0 h zawartos¢ NDF byta wyréwnana, a takze
jednoczesénie najnizsza wzglgdem pozostatych prob, a grupa kiszonek z lucerny 12 h
uzyskata warto$ci najwyzsze dla wariantu z 2 g suchego lodu. Znaczny udzial frakcji
ADF stwierdzono w kiszonce z lucerny 12 h, natomiast w kiszonce tej grupy z dodatkiem
2 g suchego lodu odnotowano wynik najwyzszy. Kiszonki z lucerny 12 h i 24 h uzyskaty
istotnie wyzszg koncentracj¢ ADL w poréwnaniu do kiszonki z lucerny 0 h (P<0,001).
Rozktad frakcji cukrow strukturalnych w kiszonkach pomimo roznic statystycznych byt
zblizony do warto$ci podanych dla zielonek przed zakiszeniem (Tabela 17). Warto$¢
L/NDF byta wyzsza (P<0,001) w kiszonkach z lucerny 12 h i 24 h, w porownaniu do
kiszonek 0 h. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze resztkowa zawarto$¢
WSC w kiszonkach byta uwarunkowana wptywem wiednigcia i wspolnym efektem

wigdnigcia oraz dodatkiem suchego lodu (P<0,001) (Tabela 18).
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Tabela 17. Sktad chemiczny i przydatnos¢ do zakiszania zielonek z lucerny o r6znym stopniu przewig¢dnigcia

Wyszczegdlnienie Zielonki
Lucerna przewiednigta 0 h Lucerna przewiednigta 12 h Lucerna przewiednicta 24 h

Sucha masa, g-kg™ §wiezej masy 232,3 356,9 480,4
Sktad chemiczny, g'kg SM

Popidt surowy 92,11 85,48 91,22
Biatko ogo6lne 213,8 219,5 225,1
Thuszcz surowy 12,14 17,53 17,56
W1io6kno surowe 1179 219,5 226,3
NDF 310,9 337,7 362,6
ADF 173,9 263,2 275,6
ADL 34,57 60,68 62,85
L/NDF 0,160 0,180 0,170
Przydatno$¢ do zakiszania

WSC, g-kg! SM 72,81 67,31 57,93
BC, g kwasu mlekowego-kg™ SM 69,71 63,18 58,09
WSC/BC 1,050 1,070 0,997
FC 31,59 4421 56,02

SM — sucha masa; NDF — wiokno neutralno-detergentowe; ADF — wtdkno kwasno-detergentowe; ADL — lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF;
WSC — weglowodany rozpuszczalne w wodzie; BC — pojemno$é buforowa; WSC/BC — stosunek weglowodanow rozpuszczalnych w wodzie do pojemnosci buforowej; FC —
wspotczynnik fermentacji wg Weissbach, Auerbach (2013).
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Tabela 18. Sktad chemiczny kiszonek z lucerny o réznym stopniu przewigdniecia z dodatkiem suchego lodu

Sktad chemiczny, g-kg* SM

Wyszczegblnienie Sucha Popiot Biatko Thuiszcz Widkno NDF ADF ADL L/NDF WSC
masa surowy ogolne SUrowy  surowe

stopien dodatek

przewiednigecia  suchego lodu
0g 229,9¢  9950° 225,8 3221%®  201,6° 29419 2599°¢ 31,39° 0,107° 9,126°¢

oh 059 229,7¢ 103,2%® 225,0 33,628  201,7°¢ 291,39 266,8% 2997°¢ 0,103° 9,073°¢
19 230,8¢ 1036 225,0 2598¢ 17847 289,39 2533°¢ 29,79¢ 0,103°  10,69°¢
24 231,1¢ 1032 % 231,9 27,08 18257 28649 2539° 2440°¢ 0,085° 9989°
0g 351,4°  108,2°2 221,7 22,07 2492bc 3487 3050° 57,10® 01562  5543F

12h 059 3346° 1025% 222,1 2454 2395¢ 3565P° 3029 5750% 0,161% @ 4,929f
19 33750 1021 215,9 18,77 261,9%® 3742% 3100° 61,30 0,164%  19,43¢
24 350,7°  102,7%® 2181 2322  2663% 3809°% 3325% 6244% 01164% 18,30¢
0g 460,82  104,2% 224.8 17,30°f 225,09  3495¢ 2851°% 5263P 0,151% @ 29,61°¢

oah 059 467,5%  98,90° 2242 17,46 2448°¢ 3569 2069 60,23% 0,169% 47,402
19 47362  99,10° 222,7 17,65  260,9%® 368,9%° 3012° 5802% 0,157% 46,44
24 47413  9970° 2249 21,36 %" 2396°¢ 361,3%° 2899P 5673% (0157%  44.81°

SEM 28,17 0,738 1,115 1,529 8,586 10,32 6,898 4,077 0,008 4,570

P suchy 16d ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

P przewiednigcie *kk * ns kK *kk e T *hKk *hk *hk *kk

P suchy 16d x przewiqdnie;cie *k*k ** ns * k% *k*k *k*k *k*k **k* *k*k *k*k

R? 0,992 0,622 0,284 0,920 0,985 0,966 0,939 0,973 0,948 0,999

SM — sucha masa; NDF — wiokno neutralno-detergentowe; ADF — wtdkno kwasno-detergentowe; ADL — lignina kwasno-detergentowa; L/NDF — stosunek ligniny do NDF;
WSC — weglowodany rozpuszczalne w wodzie; SEM — btad standardowy $redniej; R? — wspolczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05);
warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — f) nie r6znia si¢ istotnie na poziomie

P <0,05; *<0,05; **<0,01; *** <0,001.
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Wybrane parametry fermentacji zostaly przedstawione w Tabeli 19. Kwas
mlekowy, stanowil powyzej 90% sumy kwaséw w kiszonkach z lucerny 0 h (91 — 94%)
i 24 h (94 — 95%), a w grupie kiszonek z lucerny 12 h stanowit 76 — 83%. Zawartos¢
kwasu mlekowego byta rozna zar6wno dla efektu wigdnigcia (P<0,001), jak i efektu obu
czynnikow (P<0,001). Najwyzsza liczbowo koncentracj¢ kwasu mlekowego stwierdzono
w kiszonkach z lucerny 0 h (86,69 — 96,43 g-kg SM). Drugim co do iloéci byt kwas
octowy, ktorego zawarto$¢ byla istotnie rézna miedzy wariantami doswiadczalnymi
(P<0,001), obejmujac zakres od 0,86 do 8,80 g-kg™ SM. W grupie kiszonek z lucerny
0 h, warianty z 1 g i 2 g suchego lodu charakteryzowaly si¢ istotnie nizszg koncentracja
tego kwasu, porownywalng z grupa kiszonek z lucerny 12 h niezaleznie od dawki suchego
lodu. W kiszonkach z lucerny 24 h ilo$¢ powstalego kwasu octowego byta najnizsza,
podobnie jak w przypadku kwasu mlekowego. Poziom dodatku suchego lodu nie wptynat
na koncentracje omawianych kwasow (P>0,05).

Réznice w ilosci kwasu propionowego miedzy wariantami wynikaty z efektu
wigdniecia (P<0,001), a takze wplywu obu czynnikow (P<0,001). Grupy kiszonek
z lucerny 12 h i 24 h nie roznily si¢ statystycznie zawarto$cig kwasu, a analizowane
wartosci byly najnizsze. W kiszonkach z lucerny 0 h zawarto$ci kwasu bylty wyzsze
ponad dwukrotnie wzgledem kiszonek 12 h 1 ponad o§miokrotnie w stosunku do kiszonek
z lucerny 24 h (P<0,001).

Kwas mastowy charakteryzowal si¢ najnizsza koncentracjag wsrdd oznaczonych
kwasow, ktorego obecno$¢ stwierdzono we wszystkich analizowanych wariantach
doswiadczalnych, na poziomie 0,02 g do 1,53 g-kg™ SM. Zawarto$¢ kwasu mastowego
nie byta uwarunkowana stopniem przewiedniecia, ani dodatkiem suchego lodu (P>0,05).

Proces wiednigcia miat potwierdzony statystycznie wptyw na sume¢ LKT, podobnie
jak efekt obu czynnikéw doswiadczalnych (P<0,001) (Tabela 19). Znaczne dysproporcje
stwierdzono takze w stosunku kwasu mlekowego do kwasu octowego (P<0,001), na ktore
nie miat wptywu poziom dawki suchego lodu, a jedynie proces wiednigcia 1 efekt obu
czynnikow doswiadczalnych (P<0,001). Nie zaobserwowano zaleznosci liniowe;j
w obrebie grup na danym poziomie wigdnigcia przed zakiszeniem. Najwyzsza warto$¢
stosunku kwasu mlekowego do kwasu octowego odnotowano w kiszonce 24 h z 2 g
suchego lodu (21,28), zbiezny z warto$cig wariantu po 12 h wiednigcia z 0,5 g suchego
lodu (20,28). Najnizsze wartosci dla omawianego wskaznika stwierdzono na poziomie

4,32 w kiszonce z lucerny 24 h z dodatkiem 1 g suchego lodu.

100



Tabela 19. Wybrane parametry fermentacji kiszonek z lucerny o réznym stopniu przewigdnigcia z dodatkiem suchego lodu

Produkty fermentacji, g-kg™* SM

Wyszczegblnienie

N-NHj3,

Kwas

Kwas

Kwas

Kwas

Kwas mlekowy :

pH g'kg? Nogsiny _mlekowy  octowy propionowy mastowy LKT kwas octowy Etanol
stopien dodatek
przewiednigcia  suchego lodu
0g 4585  105,6 % 91,12%  7,323P 0,360 %> 0,067  7,793°2 12,45° 0,000
oh 059 4,71° 103,8 ¢ 90,002  8,797°2 0,484 2 0,033  9,343° 10,23 " 0,181
19 4,74° 90,15 bed 86,692 6,700 0,382 0,387  7,510° 12,940 0,753
24 445°¢ 74,84 o 96,43 5947¢ 0,276 %« 0,048 6,312° 16,21 " 0,070
0g 5,142 134,02 37,55 6,472 0,202 P« 1,368  8,0582 5,802 ¢ 0,880
1h 059 5,112 120,8 & 30,15  6,323¢ 0,130 0,941  7,412° 4,768 ¢ 0,405
19 5,162 129,52 36,66°  6,330¢ 0,140 P« 1,098  7,5942 5,791 °¢ 0,242
24 5,25 @ 113,7 % 24,62°4 5739¢  (,209 P« 1532 75162 4,290 1,308
0g 5,162 46,67 © 16,74 1120¢ 0,033 ¢ 0,015  1,186° 14,95 " 1,151
o4 h 059 5,252 50,09 © 17,03% 0,862 ¢ 0,037 ¢ 0,015  0,952° 19,76 ® 2,574
19 5,232 57,28 % 14559 1,108 ¢ 0,061 ¢ 0,015  1,249° 13,13 bc 0,203
29 5,102 46,10 26,120 12274 0,052 ¢ 0,018  1,375° 21,282 0,000
SEM 0,079 9,181 9,165 0,795 0,042 0,165 0,904 1,611 0,208
P suchy 16d ns ns ns ns ns ns ns ns ns
P przewigdnigcie *kk *k*k *kk *hKk *kk ns *kKk *hKk ns
P Suchy 16d x przewie;dnie;cie * k% * k% *k*k * k% *k*k ns *k*k **k* ns
R? 0,939 0,921 0,986 0,990 0,813 0,618 0,546 0,608 0,138

SM — sucha masa; N-NH;3 — azot amoniakalnym, g-kg? Nogsiny; Nogony — azot ogdlny; LKT — suma lotnych kwaséw thuszczowych tj. kwasu octowego, propionowego,
izomastowego, mastowego, izowalerianowego, walerianowego; SEM — blad standardowy $redniej; R? — wspdtczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono roznic statystycznych
(P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — €) nie r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * < 0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Kwasowos¢ kiszonek wynosita od 4,45 (kiszonka z lucerny 0 h z dodatkiem 2 g
suchego lodu) do 5,25 (kiszonka z lucerny 12 h z dodatkiem 2 g suchego lodu; kiszonka
z lucerny 24 h z dodatkiem 0,5 g suchego lodu). Wartos¢ pH kiszonek z surowca
przewig¢dnietego przez 12 h i 24 h byta wyréownana i nie zalezna od dawki suchego lodu.
Nizsze warto$ci pH uzyskaly kiszonki z lucerny 0 h (P<0,001). W przeprowadzonej
analizie statystycznej nie stwierdzono wptywu zadnego z czynnikdéw doswiadczalnych
ani samodzielnie, ani jako efektu wspolnego (P>0,05) na zawarto$¢ etanolu.

Nie stwierdzono wptywu dodatku suchego lodu na roznice w ilosci N-NH3
(P>0,05), a jedynie wptyw wiedniecia (P<0,001) i efekt obu czynnikow doswiadczalnych
(P<0,001) (Tabela 19). Najwyzsza koncentracja N-NH3 charakteryzowata si¢ grupa
kiszonek z lucerny przewiednietej przez 12 h (113,7 — 134,0 g-kg™* Nogsiny). Istotnie nizsze
wartosci okre§lono w grupie kiszonek z lucerny 0 h (74,84 — 105,6 g-kg? Nogomny).
Kiszonki z lucerny 24 h uzyskaty wartoéci najnizsze N-NHs (46,10 — 57,28 g-kg™ Nogolny).

6.3.2. Zwigzki azotowe zielonek i kiszonek

W skladzie BO zielonek najwiekszy udziat miata frakcja TP (Tabela 20), ktora
zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem SM. W $wiezej lucernie (0 h) bezposrednio po $cigciu
frakcja ta stanowita 79,04% BO, a po 12 h wigdniecia 26,70% frakcji TP zostato
zdegradowane, natomiast po 24 h zostato zdegradowane 43,74% TP. Druga co do ilosci
byta frakcja SCP, dla ktorej zaobserwowano tendencj¢ odwrotng, gdyz wraz
z wydtuzajacym sie czasem wiednigcia jej udziat wzrastal z poziomu wartosci 4,63% BO
(0 h) do 11,92% BO (12 h) i 28,35% BO (24 h). W pierwszych 12 h wiednigcia wzrost
byt wolniejszy (o 7,29 pkt. %) niz w nastgpnych 12 h (0 16,4 pkt. %). Podobnie wraz ze
wzrostem SM wzrosta zawarto$¢ frakcji NDICP oraz ADICP.

Stwierdzono wplyw poziomu dodatku suchego lodu jedynie na zawartos¢ TP
(P<0,01). Najwyzsza koncentracj¢ TP uzyskano w kiszonkach z lucerny po 24 h
wiedniecia (P<0,001). W kazdej grupie kiszonek niezaleznie od stopnia przewiedniecia
dodatek 1 g oraz 2 g suchego lodu istotnie wptynat na wzrost koncentracji TP wzgledem
prob z dawka 0 g i 0,5 g suchego lodu. Kiszonki z lucerny 0 h uzyskaly najnizsze
zawartosci TP, byto to 24,01 — 32,55% BO. Wraz ze wzrostem SM i ilosci dodatku
suchego lodu koncentracja TP w kiszonkach doswiadczalnych zwickszata sig¢, natomiast
zawarto$¢ frakcji SCP malata (P<0,001). W kiszonce z lucerny 0 h odnotowano prawie
10-krotny wzrost SCP po zakiszeniu. Najmniej frakcji SCP stwierdzono w kiszonkach

z lucerny 24 h, niezaleznie od zastosowanej dawki suchego lodu.
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Tabela 20. Frakcje biatkowe zielonek i kiszonek lucerny o réznym stopniu przewiednigcia
z dodatkiem suchego lodu

Frakcje biatkowe, % biatka ogdlnego

Biatko Biatko Biatko
Wyszczegodlnienie Biatko nierozpuszczalne nierozpuszczalne
L rozpuszczalne .
wlasciwe W buforze w neutralnym w kwasnym
detergencie detergencie
Zielonki
przewiedniecie Oh 79,04 4,63 3,80 1,29
przewiedniecie 12h 57,93 11,92 6,68 2,69
przewiedniecie 24h 44,47 28,35 13,38 6,87
Kiszonki
., dodatek
stopien
przewiednigcia suchego
lodu
0g 24,01 F 43,41 b 7,71° 5,34°¢
oh 059 24,08 45,14 "¢ 8,98 6,17 cde
19 28,53 ¢ 45,50 9,89 % 6,11 %
24 32,55 ¢ 48,36 2 9,82 % 6,02 %
0g 30,29 % 40,97 ¢ 9,02 % 6,74 bcd
12h 059 29,80 % 42,78 ™ 10,48 ® 5,45 ¢
19 38,55 P 42,97 bed 9,28 % 7,08 ¢
24 40,62 ® 45,32 "¢ 9,60 2 7,862
0g 33,55°¢ 32,48 ¢ 11,792 6,85 bed
o4 h 059 35,33 ¢ 30,21°¢ 10,302 7,33
19 40,45 31,71°¢ 10,02 ® 7,832
29 42,142 32,47° 11,272 7,29
SEM 1,729 1,790 0,298 0,236
P suchy 1o6d kel ns ns ns
P przewiedniccie *kk *Khk *% *kk
***k *k*x ** **k*

P suchy 16d X przewiedniecie

SEM — btad standardowy $redniej; R? — wspélczynnik determinacji; ns — nie stwierdzono rdznic
statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi literami (a — f) nie r6znig si¢ istotnie na
poziomie P <0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.

Dodatek suchego lodu nie wptynat na zawartos¢ frakcji NDCIP i ADICP podczas
zakiszania (P>0,05). Zarowno dla frakcji NDICP (P<0,01), jak i ADICP (P<0,001)
zaobserwowano tendencj¢ wzrostowg wraz ze wzrostem SM kiszonek. Kiszonki z grupy
24 h charakteryzowaly si¢ najmniejszym wzrostem ADICP podczas fermentacji.

Na podstawie regresji liniowej analizy kowariancji dla frakcji BO kiszonek
(Wykres 10), wykazano liniowy wzrost TP wraz ze wzrostem SM, a takze zwickszajacym
sie udziatem suchego lodu. Warto$é wspotczynnika R? wynosita 0,918, co potwierdzito
wptyw suchego lodu na ograniczenie proteolizy 1 poprawe jakosci BO kiszonek. Dla
grupy kiszonek doswiadczalnych 24 h wiednigcia linia ciggla odznaczata si¢ najlepszym

dopasowaniem do rzeczywiscie uzyskanych wynikéw w stosunku do pozostatych grup.

103



TP (R>=0,918)

45

o
m
S
o
|_
-05 2,5
dodatek suchego lodu, g
NDICP (R*=0,426)
14 -
[ ]
13 +
- 12 8
8 11 ¢ e [}
S .
= 10 + s /g/
O ]
a 9% [ ] ° °
z b °
—8 %
7 4
I A b ! ! ! ! |
-0,5 0 0,5 1 15 2 2,5
dodatek suchego lodu, g
przewiedniecie Oh, 12h, 24h
| e Oh e 12h e 24h ——— Model(Oh) —— Model(12h) —— Model(24h)

SCP (R?=0,965)

50

o

s}

S

o

O

(2]

-0,5 2,5

dodatek suchego lodu, g
ADICP (R*=0,642)

[ ]

—~ [ 3

O 8

sl

g

o

O °

) °

<

[ 4,5 1 1 1 1 |
-0,5 0 0,5 1 15 2 25
dodatek suchego lodu, g
przewiedniecie Oh, 12h, 24h
e Oh e 12h e 24h —— Model(Oh) —— Model(12h) —— Model(24h) |

Wykres 10. Regresja liniowa analizy kowariancji dla frakcji biatkowych kiszonek lucerny o réznym stopniu przewiednigcia z dodatkiem suchego lodu
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Rozktad linii cigglych dla warto$ci frakcji SCP w grupie kiszonek z lucerny 0 h i 12 h byt
do siebie bardziej zblizony niz z grupg kiszonek z lucerny 24 h. Dhuzszy czas wigdnigcia
skuteczniej zmniejszyt ilos¢ SCP. Wiednigcie wywieralo istotny, lecz sredni wplyw na
uzyskane wyniki frakcji NDICP (R? = 0,426). Najwicksze dysproporcje w zawartosci
ADICP zaobserwowano w grupie kiszonki z lucerny 12 h, na co wskazywato utozenie
punktow na wykresie odpowiadajacych uzyskanym wynikom. Najmniejsze rozbiezno$ci
w ilo$ci ADICP zaobserwowano w grupie kiszonki z lucerny 24 h.

Ocena jako$ci BO zielonek w systemie CNCPS v 6.5 na podstawie analizowanych
frakcji biatkowych (Tabela 21) wykazata wzrost frakcji PA1, PA2, PB2 i PC podczas
wiedniecia. Natomiast koncentracja frakcji PB1 ulegla obnizeniu. W skladzie BO
zielonek dominowata frakcja PB1, stanowiagc 91,57% BO, 57,86% BO i 47,68% BO
odpowiednio dla czasu wiednigcia 0 h, 12 h i 24 h. Drugg co do ilo$ci w zielonkach
z lucerny byta frakcja PA2.

Udziat frakcji rozpuszczalnych PA1 i PA2 w kiszonkach nie byt zalezny od dodatku
suchego lodu, a istotne réznice wynikaty z wptywu wigdnigcia oraz wspdlnego efektu
czynnikow doswiadczalnych (P<0,001) (Tabela 21). Najwyzsze wartosci PAl
stwierdzono w grupie kiszonki z lucerny po 12 h wiednigcia, natomiast najnizsze
uzyskano w grupie kiszonek z lucerny 24 h. Dla BO frakcji PA2 zaobserwowano
tendencj¢ spadkowa wraz z wydtuzajacym sie czasem wiednigcia, niezaleznie od dawki
suchego lodu. W probach kiszonek z lucerny 12 h i 24 h stwierdzono zblizone udziaty,
poza wariantem 24 h z dodatkiem 2 g suchego lodu, w ktérym stwierdzono najnizsza
wartos¢ tej frakcji. Wzrost PA2 w stosunku do zielonki byt najwyzszy w kiszonkach
z lucerny 0 h. Proces wiednigcia wplynat istotnie na wzrost frakcji PBI1, dla ktorego
najwyzsze wyniki stwierdzono w grupie kiszonek z lucerny 24 h (P<0,001).
W odniesieniu do koncentracji frakcji PB2 stwierdzono istotng interakcje obu czynnikow.
Ponadto wplyw czynnikéw byt bardzo niski, o czym $wiadczyt wspdtczynnik R? (0,102).
Czynnik wiedniecia miat istotny wpltyw na wyniki rzeczywiste uzyskane dla frakcji PC
(R? = 0,642). W pierwszej grupie kiszonek z lucerny 0 h wszystkie warianty dodatku
suchego lodu mialy warto$ci zbiezne, nie istotne statystycznie. Najwyzszy wzrost frakcji
PC odnotowano w kiszonkach z lucerny 12 h z dawka 1 g i 2 g suchego lodu, gdzie
uzyskane wartosci byty porownywalne z kiszonkami z grupy 24 h z dodatkiem 0,59, 1 g
I 2 g suchego lodu.
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Tabela 21. Frakcje biatkowe zielonek i kiszonek lucerny o réznym stopniu przewiedniecia z dodatkiem suchego lodu wedtug CNCPS v 6.5

Frakcje biatkowe wg CNCPS v 6.5, % bialka ogdélnego

Wyszczegoblnienie PAL PAD PB1 PR? PC
Zielonki
przewigdnigcie Oh 0,43 31,62 64,15 2,51 1,29
przewiedniecie 12h 0,58 34,88 57,86 3,99 2,69
przewiedniecie 24h 0,72 38,23 47.68 6,50 6,87
Kiszonki
stopien dodatek
przewiednigcia suchego lodu
0g 10,56 ¢ 59,80 2 21,92 bed 2,38 % 5,34 ¢
oh 059 10,38 a¢ 61,812 18,83 « 2,812 6,17 cde
19 9,02 bed 59,06 2 22,03 bed 3,78 % 6,11 %
29 7,48 °% 59,70 2 23,00 P 3,80 % 6,02 %
0g 13,402 47,35° 30,23 & 2,28 % 6,74 b
12h 059 12,08 & 45,74 ° 31,70 & 5,032 5,45 ¢
19 12,952 48,09 ° 29,68 2bc 2,20 % 7,08 3¢
29 11,37 46,91° 32,123 1,74" 7,86°
0g 4,67°¢ 43,13 ¢ 40,40 2 4,952 6,85 bed
oah 05¢g 5,01 ¢ 43,23 ¢ 41,452 2,98 % 7,332
19 5,73 % 45,15 ¢ 39,102 2,19 % 7,832
29 4,61° 40,38 ¢ 43,742 3,98 ® 7,29 ®
SEM 9,181 2,140 2,206 0,307 0,236
P suchy 16d ns ns ns ns ns
P przewiednigcie *k*k *kk *k*k ns *kk
*k*k * k% * k% ** *k*k

P suchy 16d X przewiedniecie
R2 0,921 0,939 0,846 0,102 0,642
PA1 — azot amoniakalny; PA2 — bialko rozpuszczalne w buforze; PB1 — biatko nierozpuszczalne w buforze; PB2 — biatko zwigzane z wioknem; PC — biatko niestrawne; SEM
— blad standardowy $redniej; RZ — wspolczynnik determinacji; nNs — nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05); wartoéci oznaczone tymi samymi literami (a — €) nie r6znig
si¢ istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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6.3.3. Rozkladalno$é zwaczowa in vitro zielonek i kiszonek

Dla rozktadalnosci zwaczowej SM in vitro zielonek z lucerny zaobserwowano
tendencj¢ malejaca wraz ze wzrostem stopnia przewigdnigcia (Wykres 11). Zielonka
z lucerny 0 h charakteryzowata si¢ najwyzszg iloscia SM roztozonej w kazdym przedziale
czasowym. Dla zielonek po 12 hi 24 h wiednigcia zaobserwowano najwieksze réznice w
ilosci roztozonej SM. Natomiast obie zielonki 12 h i 24 h mialy skrajnie odmienne tempa
rozktadu SM. Zielonka z lucerny po 12 h wig¢dnigcia uzyskata najnizsze tempo rozktadu
SM in vitro, a zielonka z lucerny 24 h charakteryzowata si¢ najwyzszym tempem
rozktadu SM in vitro. Jednak po 48 h inkubacji najwyzszg ilo$¢ zdegradowanej SM
stwierdzono w zielonce nieprzewiednigtej (0 h).

Zakiszenie lucerny wptyn¢to na wzrost ilosci SM roztozonej in vitro jedynie dla
czasu 0 h dla kiszonek niezaleznie od stopnia przewiedni¢cia i poziomu dodatku suchego
lodu (Wykres 12). W porownaniu do zielonek mniejszg ilo$¢ roztozonej SM in vitro
wykazano po 24 h i 48 h inkubacji dla wszystkich kiszonek niezaleznie od zawarto$¢ SM
i dodatku suchego lodu. W pozostatych czasookresach degradacja SM kiszonek byta
porownywalna do zielonek. Na poziomie tego samego stopnia przewiednigcia lucerny
w grupie O h, warianty z dodatkiem 0,5 g, 1 g i 2 g suchego lodu charakteryzowaty si¢
wyzsza iloscig zdegradowanej zwaczowo SM w pordwnaniu z grupa kontrolng (0 g
suchego lodu) do 24 h inkubacji. W grupie tej tempo rozktadu wraz ze wzrostem dodatku
suchego lodu malalo. W grupie kiszonek z lucerny po 12 h wiednigcia warianty
z dodatkiem 0,5 g, 1 g i 2 g suchego lodu wyrodzniaty si¢ wyzszg iloScia roztozonej in
vitro SM dla czasu inkubacji 0 h, 2 h i 4 h w poréwnaniu z grupg kontrolng (dodatek 0 g
suchego lodu). W kolejnych czasookresach w kiszonkach z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego
lodu stwierdzono wyzszy rozktad SM, a kiszonki z dodatkiem 2 g suchego lodu
charakteryzowaly si¢ podobng iloscig zdegradowanej SM do wariantow bez dodatku
suchego lodu. W grupie kiszonek z lucerny po 12 h wiednigcia, grupa kontrolna (0 g
suchego lodu) uzyskata najwyzsze tempo rozktadu, a warianty z dodatkiem suchego lodu
charakteryzowaly si¢ porownywalnymi wartosciami. Ostatnia grupa kiszonek
sporzadzonych z lucerny po 24 h wigdnigcia uzyskata nizszg rozktadalnos¢ SM in vitro
po zastosowaniu 0,5 g, 1 g oraz 2 g suchego lodu w pierwszych 4 h inkubacji wzgledem
grupy kontrolnej z dodatkiem 0 g suchego lodu. W 8 h i 24 h inkubacji proby wariantu

z dodatkiem 1 g suchego lodu wyrozniaty sie wyzszg iloSci roztozonej SM.
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suchego lodu

*SM - sucha masa; R? — wspotczynnik determinacji.
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Po 48 h inkubowania kiszonek, warianty do§wiadczalne z dodatkiem 1 g i 2 g suchego
lodu mialy porownywalne i najwyzsze ilosci roztozonej in vitro SM, a najnizsze wartosci
stwierdzono w grupie z dodatkiem 0,5 g suchego lodu. Tempo rozktadu dla kiszonek
z lucerny po 24 h wiedniecia z dodatkiem 0 g i 0,5 g suchego lodu bylo zblizone.
Wyzszym tempem rozkladu do wspominanych wariantéw odznaczaty si¢ kiszonki
z dodatkiem 1 g i 2 g suchego lodu, ktore rowniez byly zbiezne ze soba.

Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro BO zielonek wraz ze wzrostem SM obnizala sig,
niezaleznie od godziny inkubacji (Wykres 11). Najwieksze dysproporcje stwierdzono
miedzy zielonka po 12 h wiednigcia, a zielonkg po 24 h wiednigcia w pierwszych 8 h
i nastepnie w 48 h inkubacji. Na podstawie przyjetego modelu kinetyki rozktadu BO
wykazano, ze 12 h wiedniecia zielonki z lucerny nie wptyneto na zmiany w tempie
degradacji, a przewigdnigcie do 24 h skutkowalo wyzszym tempem rozktadu (Tabela 22).

Kiszonki nie zaleznie od stopnia wiednigcia i dodatku suchego lodu
charakteryzowatly si¢ znacznie wyzszg iloScig roztozonego in vitro BO w czasie 0 h
inkubacji (Wykres 13), wartosci te uplasowaty si¢ na poziomie powyzej 47,00% BO dla
grupy kiszonek po 0 h wiedniecia, powyzej 44,00% BO dla grupy kiszonek
sporzadzonych z lucerny po 12 h wiednigcia i powyzej 35,00% BO dla grupy kiszonek
z lucerny po 24 h wiednigcia. Najnizsze wartosci w czasie 0 h inkubacji zanotowano dla
wariantow z dodatkiem 2 g suchego lodu, niezaleznie od zawarto$ci SM kiszonek.
W kiszonce z lucerny 0 h wigdnigcia z dodatkiem 2 g suchego lodu stwierdzono nizsza
iloscig roztozonego BO w czasie od 4 h do 48 h inkubacji. Tendencja ta nie zostata
zaobserwowana w kiszonkach sporzadzonych z lucerny po 12 h wiednigcia, w tej grupie
stwierdzono nizszg rozktadalnos$¢ BO dla wariantu z dodatkiem 2 g suchego lodu tylko
w czasie pierwszych 2 h inkubacji. Inne wyniki uzyskano w kiszonkach sporzadzonych
z lucerny po 24 h wiednigcia, gdzie dodatek 1 g i/lub 2 g suchego lodu wptynat na nizsza
rozktadalnosc¢ in vitro BO w calym okresie inkubacji. Najnizszg rozktadalno$cig koncowa
BO odznaczaty si¢ kiszonki z lucerny po 12 h i 24 h wiednigcia wzgledem kiszonek
z lucerny nieprzwiednigtej (0 h) i zielonek z lucerny (0 h, 12 h, 24 h). Na podstawie stalej
wzrostu (r) (Tabela 22) niezaleznie od stopnia przewiednigcia najwyzszym tempem
rozktadu BO charakteryzowaly si¢ kiszonki z dodatkiem 2 g suchego lodu. W grupie
kiszonek z lucerny po 12 h i 24 h wiednigcia z dodatkiem O g suchego lodu miaty zblizone
tempo rozktadu BO, ktore nie zmienito si¢ pod wptywem dodatku 0,5 g suchego lodu,
a wigksze rdznice mozna bylto zaobserwowaé przy zastosowaniu 1 g i/lub 2 g suchego

lodu.
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BO - biatka og6lne; R? — wspolczynnik determinacji.
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Tabela 22. Parametry modelu kinetyki rozktadu suchej masy i biatka ogolnego zielonek i kiszonek z lucerny o r6znym stopniu przewig¢dnigcia z dodatkiem

suchego lodu

Wyszczegdlnienie Sucha masa Biatko og6lne
r K r K

Zielonki

Przewigdnigcie O h 0,253 73,07 0,345 80,30
Przewiednigcie 12 h 0,195 69,71 0,372 77,60
Przewigdnigcie 24 h 0,329 65,31 0,651 72,58
Kiszonki

Lucerna przewigdnigta 0 h + 0 g suchy lod 0,145 63,07 0,226 73,92
Lucerna przewigdnigta 0 h + 0,5 g suchy lod 0,093 72,83 0,135 76,83
Lucerna przewiednieta O h + 1 g suchy lod 0,084 69,16 0,087 74,52
Lucerna przewiednieta 0 h + 2 g suchy lod 0,076 69,22 0,425 65,49
Lucerna przewiednigta 12 h + 0 g suchy 16d 0,122 61,77 0,062 72,98
Lucerna przewiednieta 12 h + 0,5 g suchy lod 0,048 72,54 0,033 79,62
Lucerna przewiednigta 12 h + 1 g suchy 16d 0,073 69,86 0,095 68,49
Lucerna przewiednieta 12 h + 2 g suchy 16d 0,054 68,31 0,510 63,64
Lucerna przewiednigta 24 h + 0 g suchy 16d 0,052 72,28 0,062 72,98
Lucerna przewiednieta 24 h + 0,5 g suchy lod 0,061 67,40 0,049 74,60
Lucerna przewiednieta 24 h + 1 g suchy 16d 0,104 68,56 0,223 64,94
Lucerna przewiednieta 24 h + 2 g suchy 16d 0,108 61,38 0,332 64,03

r — stata wzrostu (1-h?); K — state w modelu.
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6.3.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

W Tabeli 23 zamieszczono liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizméow
zasiedlajacych kiszonki z lucerny o r6znym stopniu przewig¢dni¢cia z dodatkiem suchego
lodu. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze dodatek suchego lodu wptynat
istotnie na catkowitg liczebno$¢ bakterii, grzybow (P<0,01) oraz drozdzy (P<0,05),
a takze Bacillus spp. (P<0,001) i Clostridium spp. (P<0,05). Nie stwierdzono istotnego
wplywu zastosowania dodatku suchego lodu na liczebno$¢ bakterii Lactobacillus spp.
(P>0,05). Drugi czynnik doswiadczalny, mianowicie stopien przewig¢dnigcia wptynat
istotnie na catkowitg liczebno$¢ grzybow, Latocbacillus spp. i Clostridium spp.
(P<0,001). Najwyzsza liczebno$¢ catkowitg bakterii uzyskano w kiszonkach z lucerny
0 h wiedniecia z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu, w grupie kiszonek z lucerny 12 h
w wariancie z dodatkiem 0 g i 2 g suchego lodu, a w grupie kiszonek z lucerny 24 h byty
to warianty z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu. Wraz ze wzrostem dodatku suchego
lodu catkowity liczba bakterii nie zmieniata si¢ (Wykres 14). Najwyzsza liczebnos¢
Lactobacillus spp. odnotowano w grupie kiszonek z lucerny po 12 h wiedniecia
niezaleznie od dawki suchego lodu, jak i w wariancie kiszonek z lucerny 24 h z dodatkiem
0,5 g i 1 g suchego lodu. Najnizszg liczebno$cig bakterii rodzaju Lactobacillus
charakteryzowaly si¢ warianty kiszonki z lucerny 0 h z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego
lodu. W liczebnosci bakterii Bacillus spp. zaobserwowano, ze warianty kiszonki z lucerny
po 0 h i 24 h wigdnigcia z dodatkiem 2 g suchego lodu uzyskaty najnizsze wartosci,
potwierdzone statystycznie (P<0,001). W kiszonkach sporzadzonych z lucerny O h,
niezaleznie od dawki suchego lodu, jak i rowniez w kiszonkach z lucerny 12 h
z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu oraz kiszonce z lucerny 24 h z dodatkiem 0,5 g
suchego lodu stwierdzono najnizszy tadunek Clostridium spp., na poziomie 2,11 — 2,76
log10 liczby kopii genu-g? SM. Pozostate warianty do$wiadczalne kiszonek uzyskaty
ponad dwukrotnie wyzszg liczebno$¢ omawianej grupy mikroorganizméw (Tabela 23).
Catkowita liczebnos¢ grzybow w sporzadzonych kiszonkach miescita si¢ w zakresie 7,61
— 10,90 log10 liczby kopii genu-g™ SM, gdzie wartoci najwyzsze zostaly odnotowane
w Kkiszonce z lucerny po 24 h wigdniecia z dodatkiem 1 g i 2 g suchego lodu oraz w grupie
kiszonek z lucerny po 12 h wigdnigcia z dodatkiem 1 g suchego lodu. Istotnie najnizszy
tadunek grzybéw w badaniach wilasnych stwierdzono w kiszonkach z lucerny 0 h
wiednigcia. W grupie kKiszonek z lucerny 24 h zaobserwowano, ze wyzsze dawki suchego

lodu mogty wptyna¢ na wzrost catkowitej liczebno$¢ grzybow (P<0,01).
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Tabela 23. Liczebnos¢ wybranych grup mikroorganizméw zasiedlajacych kiszonki lucerny o réznym stopniu przewiednigcia z dodatkiem suchego lodu (log10
liczby kopii genu-g™ SM)

Wyszczegoblnienie Calkowita .. Lactobacillus spp. Bacillus spp.  Clostridium spp Calkowita Calkowita
liczebnos¢ bakterii ' ' " liczebnos$¢ grzybow  liczebnos$¢ drozdzy

stopien dodatek

przewigdniecia  suchego lodu
0g 7,589 ¢ 4,431° 7,746 ® 2,140° 7,613 7 7,250

oh 05¢g 10,102 6,165 ¢ 7,785%® 2,110° 8,168 ©f 6,986
19 9,805 5,783 °¢ 7,646 ® 2,181° 8,676 6,403 °
2g 9,513 ¢ 4,977 ¢ 6,876 % 2,183° 8,586 % 7,722 %
0g 9,873 % 8,622 2 7,954 @ 6,941 2 9,005 b« 6,799

12h 05¢g 9,513 b¢ 8,3812 7,407 b« 2,625° 8,652 % 6,753 &
19 9,518 b° 8,3382 7,503 b° 2,380° 10,87 2 7,148
2g 9,715 ¢ 8,367 2 7,712 6,455 2 8,748 bede 7,907 ®
0g 9,188 ¢ 7,322° 7,009 6,036 2 9,334 b¢ 7,315 ®

oah 059 10,10°® 8,479 2 8,134 2 2,755° 9,378° 7,133%®
1g 9,855 8,403 2 7,854 % 5,137 2 10,772 8,334 %
2g 8,510 ¢ 6,868 ° 6,315 ° 5,545 2 10,90 2 8,428 2

SEM 0,201 0,416 0,144 0,540 0,300 0,174

P suchy 16d ** nS *k*k * ** *

P przewiednigcie ns ool ns kool el ns

*k*k *k*k *k*k *k*k * k% *

P suchy 16d x przewigdnigcie

R? 0,957 0,991 0,892 0,923 0,969 0,557

SM — sucha masa; SEM — biad standardowy $redniej; R? — wspotczynnik determinacji; ns —nie stwierdzono réznic statystycznych (P > 0,05); warto$ci oznaczone tymi samymi
literami (a, b) nie r6znig sie istotnie na poziomie P < 0,05; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001.
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Wykres 14. Wykres pudetkowy prezentujacy liczebno$¢ wybranych grup mikroorganizmow
zasiedlajacych kiszonki z lucerny o r6znym stopniu przewigdniecia (0 h, 12 h, 24 h) z dodatkiem
suchego lodu (0g,0,59,19,209)

119



W pozostatych grupach kiszonek z lucerny 0 h i 12 h nie zaobserwowane tendencji
liniowej dla wartosci omawianej cechy (Wykres 14). Catkowita liczebno$¢ drozdzy
w Kkiszonkach do$wiadczalnych byta istotne r6zna tylko pomi¢dzy dwoma wariantami,
najnizszg warto$¢ uzyskata kiszonka sporzgdzona z lucerny 0 h z dodatkiem 1 g suchego
lodu, a najwyzsza kiszonka z lucerny 24 h z dodatkiem 2 g suchego lodu. Pozostate
warianty Kkiszonek nie roznity si¢ od siebie, ani od wczesniej wymienionych prob, co
$wiadczyto o niskim zréznicowaniu tadunku drozdzy w badaniach wtasnych (Tabela 23).

Struktura mikrobiomu bakteryjnego zasiedlajacego kiszonki z lucerny o r6znym
stopniu przewiednigcia z dodatkiem suchego lodu zostata przedstawiona w Tabeli 24.
Rodzaj Lactobacillus byt eudominantem (>10%) obecnej spolecznosci bakteryjnej we
wszystkich kiszonkach za wyjatkiem kiszonek sporzadzonych z lucerny po 24 h
wiednigcia z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu. Grupa kiszonek z lucerny 0 h niezaleznie
od zastosowanego dodatku suchego lodu wyrdzniala si¢ bardzo wysokim udziatem
bakterii rodzaju Lactobacillus w ogdlnej spotecznosci bakteryjnej, na poziomie od
83,71% do 94,54%. Kiszonki z lucerny po 24 h wiednigcia z dodatkiem 0 g i 2 g suchego
lodu rowniez wyrdzniaty si¢ wysokim udzialem wyzej wymienionego rodzaju bakterii
(80,09% i 76,84%, odpowiednio). W probach kiszonek o nizszym udziale bakterii rodzaju
Lactobacillus, drugim eduominantem byl rodzaj Weissella, dla wariantu kiszonki
z lucerny po 12 h wigdnigcia niezaleznie od dawki suchego lodu (21,48 — 39,33%)
i w grupie kiszonek z lucerny po 24 h wigdnigcia z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu
(86,20% i 95,52%, odpowiednio). Trzecim rodzajem, ktory rowniez byt eudominantem
w grupie kiszonek z lucerny po 24 h wiedniecia w wariantach z dodatkiem 0g,0,59,1 g
i 2 g suchego lodu byt rodzaj bakterii Enterococcus. Na podstawie procentowego udziatu
bakterie rodzaju Pediococcus zostaly zaliczone do grupy eudominantow tylko w jednym
wariancie do$wiadczalnym kiszonki z lucerny 0 h z dodatkiem 2 g suchego lodu.
W grupie dominantéw znalazly sie nastepujace rodzaje Weissella, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc. Rodzaj Bacillus w ogolnej spotecznosci bakteryjnej kiszonek
stanowit do 3,65% w kiszonce z lucerny po 24 h wigdnigcia z dodatkiem 2 g suchego
lodu, jako subdominant. Lactococcus spp. byt w grupie subdominantéw w kiszonce
z lucerny po 12 h wiednigcia w wariancie z dodatkiem 0,5 g i 2 g suchego lodu. Bakterie
rodzaju Clostridium nalezaty do subrecendentow w strukturze mikrobiomu bakteryjnego,
za wyjatkiem jednego wariantu, Kiszonki sporzadzonej z lucerny po 0O h wiednigcia
z dodatkiem 0 g suchego lodu, w ktorej rodzaj ten stanowit 1,61% (recedent).
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Tabela 24. Struktura mikrobiomu bakteryjnego zasiedlajacego kiszonki z lucerny o réznym stopniu przewigdnigcia z dodatkiem suchego lodu przedstawiona
jako procentowy udzial rodzajow w zbiorowosci

stoptenn 0h 12h 24 h

przewigdnigcia
Wyszczegblnienie dodatek

Sl‘jd?egolodu 0g 059 1lg 2g 0g 059 1g 2g O0g 05g 1g 2g
Lactobacillus 22,10 21,48 30,86 39,33 943 2,15
Weissella 3,60 0,48 0,89 0,19 47,20 49,09 31,07 4,70 6,50
Enterococcus 0,06 0,00 0,22 0,00 | 16,07 1825 12,74 18,03 349 097 1,36 | 651
Pediococcus 2,83 5,95 434 1592 0,16 031 016 0,50 857 083 0,07 144
Leuconostoc 0,84 0,00 0,00 0,00 4,34 8,07 3,15 5,96 0,16 0,06 001 0,82
Bacillus 0,06 0,00 0,00 0,00 0,51 0,55 0,68 0,50 1,27 0,23 055 3,65
Pantoea 0,19 0,08 0,00 0,00 0,16 0,18 0,89 0,32 0,16 0,00 0,07 0,99
Lactococcus 0,13 0,00 0,00 0,00 1,86 237 050 219 016 0,10 0,05 0,75
Clostridium 1,61 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,03 0,00 0,03 002 000 0,07
Pseudomonas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,03 0,04 0,05 196 0,00 0,06

Wskazane rodzaje <1%; przynajmniej 1 komorka; w tabeli naniesiono rowniez kolory klas dominacji rodzajow bakterii zgodnie z przyjeta metodyka.
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Najmniej zréznicowang struktur¢ mikrobiomu bakteryjnego stwierdzono w grupie
kiszonek sporzadzonych z lucerny o najwyzszej zawartos¢ wody, tj. nieprzewiednicte;.
Poza wcze$niej wymienionymi rodzajami bakterii Lactobacillus, Weissella, Pediococcus,
jedynie w wariancie kontrolnym bez dodatku suchego lodu stwierdzono obecno$¢ bakterii
rodzaju Leuconostoc, Bacillus, Pantoea, Lactococcus nie przekraczajacych 1% i rodzaj
Clostridium (1,61%) (Tabela 24). Kiszonki sporzadzone z lucerny przewig¢dnietej przez
12 h i 24 h mialy bogatszg struktur¢ mikrobiomu bakteryjnego, w ktorej rodzaje
Leuconostoc i Lactococcus przekroczyty 2% udziatu ogétu spotecznoscei.

Na podstawie wynikow analizy mikrobiomu zaobserwowano, ze najliczniejszymi
rodzajami byly bakterie kawasu mlekowego, czyli rodzaje Lactobacillus, Weissella,
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc. Eudominujacy charakter wykazywaty gtownie
rodzaje Lactobacillus oraz Weissella. Zabserwowano, ze dodatek suchego lodu nie
wplynal na stopien dominacji dwoch wyzej wymienionych bakterii kwasu mlekowego.
Dhugos¢ czasu wiedniecia zielonki oddzialywata na struktur¢ dominacji rodzajow.
W przypadku Kiszonki z lucerny 0 h, pelng eudominacje wykazywaty bakterie rodzaju
Lactobacillus. W kiszonkach z lucerny po 12 h wiedniecia rodzaje Lactobacillus,
Weisella i Enterococcus wspotdominowaty (>10% udziatu), zaobserwowano rowniez
wzrost udziatu Leuconostoc spp. ($rednio 5,40%) i Lactococcus spp. (okoto 2,0%) oraz
zmniejszenie Pediococcus spp. (<1%) w stosunku do pozostatych czasow wigdnigcia
lucerny przed zakiszeniem.

Bardziej szczegotowe podejscie przedstawiono na dendrogramie AHC
i PERMANOVA dotyczacych zroznicowania struktury mikrobioméw (Wykres 15).
Grupowanie wariantow doswiadczalnych sporzadzonych kiszonek pozwolilo na
uzyskanie czterech odmiennych grup. Pierwsza grupa skladata si¢ z wariantéw kiszonek
z lucerny 0 h z dodatkiem 0 g suchego lodu, 12 h z 0 g suchego lodu, 24 h z 0 g suchego
lodu oraz 0 h z 0,5 g suchego lodu, ktore wykazywaly najwigkszg odmiennosc¢ (2,6 pkt.)
w stosunku do pozostatych grup. W sktad drugiej grupy wchodzity warianty kiszonek
Z lucerny 12 h z 1 g suchego lodu i 0 h z 2 g suchego lodu, natomiast do grupy trzeciej
zaliczono kiszonki z lucerny 12 h z 2 g suchego lodu, 24 h z 1 g suchego lody, 12 hz 0,5
g suchego lodu oraz 0 h z 1 g suchego lodu. Ostatnia, czwarta grupa obejmowata dwa
warianty kiszonek z lucerny 24 h z 0,5 g suchego lodu i 24 h z 2 g suchego lodu. Na
podstawie wynikow analizy wariancji zaobserwowano, ze dodatek suchego lodu wplynat
na zmiany w strukturze mikrobiomu bakteryjnego kiszonek. Stopien przewigdnigcia oraz

interakcje nie wptywaty istotnie na odnotowane zmiany.

122



Dendogram

3 -
2,5 +
2 4
‘<
@
=
=
215 +
=
=
o
1 -F
05 +
| 4k—\
0 L [ L L
(@] (=2 (2] P o o o (@] To) (@] ITo) o
o o o S — o~ o~ — o — o o~
+ + + T + + + + + + + +
5§ & 3 § 5§ § § § 5 5 %
o\} = N <
— § o — ~ N — N N

Wykres 15. Dendrogram zréznicowania AHC dla poszczegdlnych wariantow doswiadczalnych
kiszonek z lucerny o r6znym stopniu przewiednigcia (0 h, 12 h, 24 h) z dodatkiem suchego lodu
(0g, 0,5g,1 g, 2 g); linia odcietych i jednakowy kolor linii wskazuje na brak istotnego

zroéznicowania w obrebie grup do$wiadczalnych
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7. Dyskusja
7.1. Zadanie badawcze |

7.1.1. Charakterystyka chemiczna zielonek i kiszonek

Zawarto$¢ BO w zielonce z lucerny w badaniach wlasnych (207 g-kg' SM) byta
porownywalna z wynikami pracy Ke i in. (2018) (200 g-kg! SM), a takze wynikami
prezentowanymi przez Hartinger i in. (2019) (213 g-kg! SM). Zgodnie z Kume i in.
(2001) udziat tego sktadnika w lucernie moze wynosi¢ od 114 g do nawet 279 g-kg™! SM,
w zaleznosci od fazy wzrostu rosliny. Inne zrédta (Annicchiarico, Barrett, Brummer,
Julier, Marshall, 2015) donosza, Ze $rednio w lucernie jest 150 —200 g BO-kg!' SM, przy
uwzglednieniu optymalnych warunkéw uprawy i zbioru. Dysproporcje w koncentracji
BO lucerny wystgpujace w pismiennictwie sa $ciSle zwigzane ze stosunkiem lisci
wzgledem lodyg, czyli wysokos$cig cigcia, a takze stopniem zdrewnienia todyg, co
bezposrednio determinuje zawarto$¢ sktadnika (Yari i in., 2012).

W odniesieniu do komonicy zwyczajne] uzyskana w badaniach wlasnych
koncentracja BO (213,1 g-kg! SM) byta nieco wyzsza niz $rednie zaprezentowane
w pracy Marley, Fychan, Jones (2006) dla pokosu I (196,2 g-kg! SM) i pokosu II (193,3
g-kg! SM). W przeprowadzonych badaniach Marley i in. (2006) ukazali zréznicowana
zawarto$¢ BO w zakresie od 185 g do 212 g-kg! SM w I pokosie i od 177 g do
216 g-kg' SM w II pokosie, uwzgledniajagc roznice odmianowe ro$liny. Wyniki wlasne,
tak wiec miescily si¢ w gornych granicach podanych powyzej wartosci.

Zielonka z lucerny w badaniach wtasnych charakteryzowata si¢ pordwnywalng
zawartoscia NDF (428,1 g-kg! SM) i ADF (331,9 g-kg!' SM) wzgledem wynikéw
prezentowanych przez Hartinger i in. (2019), gdzie odnotowano 431 g NDF-kg' SM
i 340 g ADF-kg™' SM. Pomimo tej samej fazy dojrzalosci rosliny, w badaniach wlasnych
uzyskano nizsza koncentracje ADL (58,08 g-kg!' SM) wzgledem wynikéow zespohu
Hartinger i in. (2019) (91 g-kg™! SM), co wynikato z réznicy w stopniu lignifikacji $cian
komodrkowych rosliny. Wskaznik L/NDF byt wyzszy (0,21) w cytowanych badaniach
(Hartinger 1 in., 2019) wzgledem wynikow wlasnych (0,14). Wedtug Grant (2013) zakres
L/NDF w lucernie powinien wynosi¢ od 0,11 do 0,20, a najbardziej pozadanymi sg
wielkosci ponizej 0,15, co zostato uzyskane w badaniach wlasnych i §wiadczyto o bardzo
dobrej jakosci weglowodanow strukturalnych zebranego surowca.

W badaniach Naydenova, Kyuchukova, Pavlov (2013) zielonka z komonicy

zwyczajnej zebrana w tej samej fazie wegetacji, charakteryzowata si¢ zblizonym
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rozktadem frakcji NDF, ADF i ADL (266,4 g, 252,4 g, 62,50 g-kg! SM, odpowiednio)
w odniesieniu do wartos$ci uzyskanych w badaniach wtasnych (298,0 g, 287,7 g, 66,22
g'kg! SM, odpowiednio). Wskaznik L/NDF réwniez byl zblizony do uzyskanych
wynikéw 1 wynosit 0,24 (Naydenova i in., 2013). L/NDF jest wskaznikiem wysoko
ujemnie skorelowany ze strawnoscig frakcji NDF (R = - 0,9), co zatem moze §wiadczy¢
o niskiej strawnosci $cian komdrkowych komonicy zwyczajnej (Grant, 2013).

Zielonka z lucerny w badaniach wilasnych uzyskala korzystniejsze wartosci
podanych parametrow, w tym zawarto$¢ WSC (71,34 g-kg™! SM) zblizona do $rednich
podawanych dla traw pastewnych wysoko nawozonych azotem (70 g-kg™' SM), niZsza
pojemno$¢ buforowa (58,60 g kwasu mlekowego-kg! SM), charakterystyczng dla
mieszanek trawiastych zdominowanych przez rodzaj Lolium (55 g kwasu mlekowego-kg"
I'SM) i wyzszy stosunek WSC/BC (1,22), bedacy wartoécig posrednig pomiedzy zielonkg
z lucerny (0,80), a koniczyny czerwonej (1,40). Podobnie wspotczynnik FC byt wyzszy
w badaniach wiasnych (41,09) wzgledem S$rednich podawanych dla lucerny (26),
a warto$cig zblizony do przewiednigtych traw intensywnie nawozonych azotem (41 —45),
dla ktorych zaprezentowano cytowane wartosci wedlug Weissbach, Auerbach (2013).

Nizsza zawartoé¢ WSC w komonicy zwyczajnej (59,69 g-kg' SM) wzgledem
lucerny (71,34 g-kg' SM), mozna wyjasni¢ wyzsza zawartoscig BO (213,1 g vs. 207,0
g-'kg! SM, odpowiednio) (Loaiza, Balocchi, Bertrand 2016). Pojemno$é¢ buforowa
zielonek wzrasta wraz ze wzrostem zawartosci BO 1 obniza si¢ wraz ze wzrostem WSC
(Stepanova, Volovik, 2021), co rowniez zaobserwowano w wynikach wlasnych. Wedtug
Weissbach, Auerbach (2013) zielonki o FC < 35 uznawane sg za trudne do zakiszenia,
podczas gdy zielonki o FC > 45 okreslane sg jako tatwe kiszace. Obie analizowane
zielonki uzyskaty wartos¢ FC > 35, a poszczegdlne parametry okreslajace przydatnos¢
do zakiszania byty korzystniejsze wzgledem wzorcoéw podanych dla lucerny (Weissbach,
Auerbach, 2013).

Koncentracja tanin w komonicy zwyczajnej moze przybiera¢ warto$ci w zakresie
od 2,0 g do nawet 39,0 g-kg™! SM zaleznie od regionu uprawy, warunkéw klimatycznych
1 srodowiskowych, a takze odmiany (Grabber, 2009; Hedqvist i in., 2000; Woodward
1 in., 2000). Zatem zawarto$¢ tanin w zielonce z komonicy zwyczajnej stanowigcej
surowiec do wspolzakiszania z lucerng w badaniach wtasnych nalezato uzna¢ za wysoka.

Sporzadzone kiszonki charakteryzowaly si¢ zbieznym podstawowym sktadem
chemicznym, co $wiadczylo o dobrej jakosci fermentacji i braku strat sktadnikow

pokarmowych (Kung, Shaver, Grant, Schmidt, 2018). Odnotowany wyzszy udziat TS
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w kiszonkach w stosunku do zielonek moze wynika¢ z udzialu w tej frakcji produktow
procesu fermentacji (McDonald 1 in., 1991). Zawartos¢ BO, NDF i ADF kiszonek
dos$wiadczalnych byla porownywalna z wynikami prezentowanymi przez Grabber,
Coblentz (2009) dla samodzielnie zakiszonej lucerny i komonicy zwyczajnej o niskie;j,
sredniej 1 wysokiej zawartosci tanin. Kiszonka z lucerny w 1 kg SM zawierata 221 g BO,
436 g NDF i 349 g ADF. Komonica zwyczajna zakiszona samodzielnie uzyskata
zawarto$¢ BO na poziomie 215 g vs. 211 g vs. 205 g-kg™! SM, NDF byt rowny 418 g vs.
421 gvs. 430 g-kg™! SM, a ADF wynosil 341 g vs. 343 g vs. 345 g-kg™! SM w zaleznosci
od zawartosci tanin (Grabber, Coblentz, 2009). W badaniach wcze$niejszych Marley i in.
(2006) kiszonka z komonicy zwyczajnej uzyskata porownywalng zawartos¢ BO (186 —
210 g-kg'! SM), a NDF byt nizszy (294 — 342 g-kg' SM). Najwyzsza pozostatosé¢ WSC
stwierdzono w grupie kontrolnej kiszonek witasnych, co wynikato z ilo$ci substratu
zuzytego podczas fermentacji (Weiberg i Ashbel, 2003). Pojemnos$¢ buforowa i SM obu
zielonek byla zblizona, a istotne roéznice w pozostalosci WSC mogly by¢é wynikiem
indywidualnego charakteru przebiegu fermentacji i stopnia zaggszczenia poszczegolnych
warstw w mikrosilosie, jak i zr6znicowania mikroflory epifitycznej (Lin i in., 2023; Muck
iin., 2018).

Wedhug wartosci rekomendowanych, podawanych przez Kung i in. (2018) kiszonki
z ro$lin straczkowych (30 — 35% SM) powinny uzyskaé nastgpujace wartosci typowych
produktéw fermentacji: pH w zakresie 4,3 — 4,5, 60 — 80 g kwasu mlekowego, 20 — 30 g
kwasu octowego, <5 g kwasu propionowego, <5 g kwasu mastowego 1 5 — 10 g etanolu
w kg SM, a N-NH3 w przedziale od 100 do 150 g-kg™' Nogsinego. Stwierdzona kwasowosé
badanych kiszonek byta nieco nizsza, co moze by¢ zwigzane z przebiegiem fermentacji
1 zdolno$cig buforowa roslin (McDonald 1 in., 1991). Samodzielnie zakiszona lucerna
1 komonica zwyczajna o niskiej, $redniej 1 wysokiej zawartosci tanin miaty nizsze pH
(4,63 vs. 4,71 vs. 4,20 vs. 4,17) w badaniach Hymes-Fecht i in. (2013). Marley 1 in. (2006)
rowniez donoszg o nizszym pH kiszonek z komonicy zwyczajnej, w zakresie od 3,98 do
4,08. Potwierdzaja to badania Fraser, Fychan, Jones (2000), gdzie dla samodzielnie
zakiszonej lucerny i komonicy zwyczajnej przy zbieznej zawartosci SM (332 g i1 325
g-kg™! FM) odnotowano pH réwne 4,77 i 4,63, odpowiednio.

Intensywnos$¢ przebiegu fermentacji mlekowej byla zréznicowana, a uzyskane
wyniki zawarto$ci kwasu mlekowego byty nizsze niz typowe, podane przez Kung i in.
(2018). Pomimo braku istotnych roznic kiszonka z lucerny grupy kontrolnej uzyskata

najwyzszg koncentracje tego kwasu, wyzsza w stosunku do kiszonek z udziatem
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komonicy zwyczajnej. Wyniki te znajduja potwierdzenie w badaniach Fraser i in. (2000),
w ktorych to wilasnie samodzielnie zakiszona lucerna uzyskala znacznie wyzsza
zawarto§¢ omawianego produktu fermentacji (36,4 g'kg' SM) w stosunku do
samodzielnie zakiszonej komonicy zwyczajnej (16,0 g-kg' SM). Doswiadczalne kiszonki
poza grupa z 20% 1 30% udziatem komonicy zwyczajnej mialy zblizong koncentracje
kwasu mlekowego do kiszonek z komonicy zwyczajnej analizowanych przez Marley i in.
(2003), gdzie odnotowano zakres od 42,0 g do 66,0 g-kg! SM. W omawianych grupach
doswiadczalnych zawartosci kwasu mlekowego wskazywaly na ograniczong
fermentacje, jednak wyzszy udzial resztkowego WSC w stosunku do grup z 40% 1 50%
udzialem komonicy zwyczajnej sugerowal, ze moglo to by¢ spowodowane liczebno$cia
1 sktadem mikroflory epifitycznej (Fychan i in., 1998). W przypadku roslin straczkowych
udziat kwasu mlekowego jest zmienny, gdyz przy 30 — 35% SM powstaja warunki
sprzyjajace rozwojowi Clostridium spp., ktoére sa w stanie metabolizowa¢ kwas
mlekowego do kwasu mastowego (Kleinschmit, Kung, 2006).

Kiszonki uzyskaty niskg zawarto$¢ kwasu octowego wzgledem wartosci typowych
podanych w literaturze dla zakiszania ro$lin straczkowych (Kung i in., 2018). Generalnie
niski udzial tego kwasu mogl by¢ wynikiem zawartosci SM, jak 1 zwigzkow
nieorganicznych, zawartych w PS. Kiszonki z ro$lin strgczkowych o wysokiej zawartosci
PS (>15% SM) zwykle zawieraja bardzo duzo kwasu octowego z powodu przedtuzajace;j
si¢ fermentacji (Kung 1 in., 2018). W kiszonkach stwierdzony poziom kwasu octowego
byt kilkukrotnie nizszy w porownaniu do wczesniejszych badan zespotu Fraser 1 in.
(2000), gdzie lucerna uzyskata 20,5 g-kg' SM, natomiast zblizony do wyniku dla
komonicy zwyczajnej (9,3 g-kg! SM).

Nalezy zwréci¢ uwage na zawarto$¢ kwasu propionowego w analizowanych
kiszonkach, ktéra wynosita <0,1%, co wskazuje na prawie niewykrywalne ilo$ci tego
kwasu 1 dobrg jakos$¢ kiszonek (Kung i in., 2018). Kwas mastowy nie powinien by¢
wykrywalny w kiszonkach o dobrym 1 bardzo dobrym wzorze fermentacji (Pahlow 1 in.,
2003). W przygotowanych kiszonkach zawarto$¢ kwasu mastowego byta znikoma, co
potwierdza bardzo niska aktywno$¢ Clostridium spp., a moglo by¢ wynikiem
podwyzszenia SM przed zakiszeniem do poziomu >30%, a w efekcie wzrostu ci$nienia
osmotycznego (Mills, Kung, 2002). Stwierdzone ilosci etanolu w kiszonce kontrolne;j
1 wariantach z 10%, 20% oraz 30% udzialem komonicy zwyczajnej mozna uznaé za

niskie i nie wptywajace na pogorszenie jakosci (Kung i in., 2018; McDonald i in., 1991).
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Stosunek kwasu mlekowego do kwasu octowego jest jednym z powszechnie
znanych 1 stosowanych wskaznikow jako$ci przebiegu fermentacji. Dobrze
fermentowane kiszonki uzyskujg zwykle stosunek tych kwaséw w zakresie od 2,50 do
3,00 zgodnie z Muck, Kung (1997). Stosunek kwaséw w badaniach wtasnych, gdzie
kiszonki zostaty przygotowane bez zastosowania dodatkéw kiszonkarskich, jest
kilkukrotnie wyzszy, zwtaszcza w grupie kontrolnej (20,20). Kiszonki z bardzo wysokim
stosunkiem kwasu mlekowego do kwasu octowego moga czasami by¢ mniej stabilne
tlenowo, poniewaz uzyskana koncentracja kwasu octowego moze by¢ nie wystarczajgca
do hamowania aktywnosci drozdzy (Kung i in., 2018; Schmidt, Hall, Charley, 2017).
Najblizsza rekomendowanej wartosci uzyskat wariant z 50% komonicy zwyczajne;.

Na uwage zastuguje niski udziat N-NH; w kiszonkach do$wiadczalnych.
Stwierdzone zawartos$ci $wiadczyly o niskim stopniu degradacji aminokwasow podczas
fermentacji (McDonald i in., 1991). Nizszy od wartos$ci typowych poziom N-NHj3
potwierdza niskg aktywnos$¢ bakterii Clostridium spp. (Kaiser, Polip, Weiz, 2002).

Podsumowujac, zielonki charakteryzowaly si¢ korzystnym sktadem chemicznym
oraz dobrg przydatnoscig do zakiszania w odniesieniu do danych piSmiennictwa, a takze
nie byly zréznicowane pod wzgledem warto$ci pokarmowej. Parametry fermentacji
kiszonek przedstawialy model ekstensywnej fermentacji mlekowej, ze stosunkowo
niskim poziomem N-NH3 i niskag zawartoscig analizowanych LKT (Huhtanen,
Nousiainen, Khalili, Jaakkola, Heikkild, 2003). Najwyzsza jako$¢ fermentacyjng
uzyskaty kiszonki lucerny z 40% 1 50% komonicy zwyczajnej, ktorych parametry byty

najblizsze rekomendowanym wzorcom (McDonald 1 in., 1991; Kung i in., 2018).

7.1.2. Zwiazki azotowe zielonek i kiszonek

Analizujac  sktad BO  zielonek doswiadczalnych nalezy  stwierdzic,
ze charakteryzowala je znacznie nizsza zawarto$¢ TP (55,92% 1 67,28% BO dla lucerny
1 komonicy zwyczajnej, odpowiednio) w stosunku do danych literaturowych. Guo 1 in.
(2008) odnotowali TP na poziomie 84,70% BO dla swiezej lucerny i 82,90% BO dla
lucerny przewiednigtej. W innych badaniach (Grabber, 2009) prezentujacych warto$ci
srednie z dwoéch lat doswiadczenia i dwoch zbiorow rocznie, liofilizowana zielonka
z lucerny miata TP réwne 71,20% BO, a komonica zwyczajna o niskiej, $redniej
1 wysokiej zawarto$ci tanin uzyskata odpowiednio 75,80% vs. 76,30% vs. 75,80% BO.
Na obnizenie zawartosci tego sktadnika w zielonkach doswiadczalnych zapewne duzy

wplyw mial proces wiednigcia, szczegdlnie jego dlugosé i intensywnos¢ (Guo i in., 2008;
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Owens, Albrecht, Muck, Duke, 1999). Znaczne dysproporcje miedzy wartosciami
uzyskanymi, a wynikami podawanymi w literaturze mogty wynika¢ z zréznicowanego
tempa utraty wody przez komorki roslinne podczas wiednigcia, co warunkowane byto
zmiennymi czynnikami zewng¢trznymi, tj. temperaturg, wilgotnoscig i ruchem powietrza.
Dodatkowo wplyw miaty cechy materiatu roslinnego obejmujace roéznice gatunkowe
1 odmianowe, w tym m.in. udziat lisci wzgledem todyg i fazg wegetacji podczas zbioru
(Alzueta, Caballero, Rebole, Trevino, Gil, 2001). Nizsze udziaty TP w badaniach
wlasnych sugeruja, ze czes¢ tejze frakeji BO ulegta proteolizie juz przed zakiszeniem, co
zostalo wczesniej opisane w literaturze (Coblentz, Brink, Martin, Undersander, 2008;
Coblentz, Grabber, 2013; Purwin i in., 2015). Wyzszg zawarto§¢ TP w zielonce
z komonicy zwyczajnej wzgledem lucerny mozna natomiast wytlhumaczy¢ obecno$cig
tanin, gtdéwnie tanin skondensowanych (CT), ktore jak wykazano wczeéniej ograniczaty
przemiany proteolityczne (Lorenz, Eriksson, Udén, 2010).

Zawarto$¢ frakcji PA1 byla niska i jednoczesnie bardzo zblizona dla obu zielonek
w badaniach wlasnych (0,34% 1 0,33% BO, odpowiednio dla lucerny i1 komonicy
zwyczajnej), co bylo zgodne z iloscig tej formy azotu w materiale §wiezym, zwykle <1%
BO (McDonald 1 in., 1991). W systemie CNCPS v 6.5 do frakcji rozpuszczalnych nalezy
takze frakcja PA2, ktorej nizsza koncentracj¢ stwierdzono w zielonce z komonicy
zwyczajnej wzgledem lucerny. Uzyskane wyniki byly konsekwencja wyzszej zawarto$ci
TP 1 nizszego udziatu SCP w zielonce z komonicy zwyczajnej (Tabela 4), gdyz wiasnie
te frakcje wplywaja na ilos¢ PA2 (Higgs 1 in., 2015). Zgodnie z danymi literaturowymi
(Das, Kundu, Kumar, Datt, 2015; Van Amburgh i in., 2015) najwigkszg cze$cig BO
zielonek powinna by¢ frakcja PB1, o szacowanej szybkosci degradacji 3 — 20 %-h™,
co zostalo potwierdzone w badaniach wlasnych. Zawartos¢ frakcji PB1 zarowno
w lucernie, jak i komonicy zwyczajnej nalezato uzna¢ za wysoka w stosunku do wynikow
Thers, Stedkilde, Jensen, Eriksen (2021), gdzie udziat tej frakcji nie przekraczat 48,60%
BO dla lucerny oraz koniczyny czerwonej. Jednak frakcja PB1 zawsze stanowila
najwyzsza wartos¢ we wszystkich badanych gatunkach roslin (lucerna, koniczyna
czerwona, koniczyna biala, Zycica trwata) niezaleznie od terminu koszenia, co zostato
stwierdzone przez Thers 1 in. (2021). Uzyskane w badaniach wlasnych wartosci dla
frakcji PB1 przekraczaty 65,00% BO, co nalezalo uzna¢ za bardzo wysoki wynik.
Potwierdzily to wczes$niejsze badania Grabber (2009), gdzie odnotowano S$rednie
wartosci tej frakcji dla lucerny wynoszace 52,30% BO i dla komonicy zwyczajnej

o niskiej, $redniej 1 wysokiej koncentracji tanin, odpowiednio 57,00% vs. 55,90% vs.
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56,10% BO. Analizowane wyniki wtasne frakcji PB2 dla zielonek byly niskie wzgledem
warto$ci zgloszonych przez Grabber (2009) dla lucerny (6,80% BO) i komonicy
zwyczajnej (5,00% vs. 6,70% vs. 7,40% BO, odpowiednio dla nisko-, $rednio-
1 wysokotaninowej). Natomiast zblizong wartos$¢ (2,71% BO) uzyskali Guo i in. (2008)
dla przewiednigtej przez 10 h lucerny, ktorzy tez wykazali, ze wiednigcie skutkuje
wzrostem udziatu PB2. Koncentracja BO frakcji PC odpowiadajaca zawarto§ci ADICP
byta niska w obu zielonkach i ksztattowata si¢ w zblizonym zakresie do badan Grabber
(2009), w ktérych w lucernie $rednio z dwoch lat uzytkowania wykazano 2,80% BO,
aw komonicy zwyczajnej 3,00% vs. 3,10% vs. 3,50% BO (dla niskiej, $Sredniej i wysokiej
zawarto$ci tanin, odpowiednio). Natomiast wczesniejsze badania Guo i in. (2008)
prezentujg znacznie wyzsze zawartosci dla przewiednietej lucerny, wynoszace 10,30%
BO. Jeszcze wyzsze udziaty ADICP stwierdzili Li 1 in. (2018a) dla przewigdnigtej lucerny
(13,40% BO) 1 koniczyny czerwonej (20,80% BO). Generalnie w zielonkach ro$lin
pastewnych zawarto$¢ frakcji PC zwykle jest najnizsza (Thers i in., 2021), co $wiadczy
o wyzszej biodostgpnosci BO (Das i in., 2015). Wyzsze wartosci frakcji PC wykazywac
mogg pasze $wieze, na ktore wptywal czynnik termiczny, juz nieznaczne przyrosty
temperatury moga oddziatywa¢ krzywoliniowo na powolny wzrost tejze frakcji przed
zakiszeniem (Coblentz, Hoffman, Martin, 2010).

Uzyskane wartosci TP w kiszonkach do§wiadczalnych byly zgodne z zakresem
podanym w literaturze (20 — 50% BO) dla zakiszania lucerny, ktorej towarzysza
przemiany proteolityczne (Ohshima, McDonald, 1978), na podstawie czego mozna bylo
stwierdzi¢ o niskiej 1/lub Sredniej efektywnosci wykorzystania BO sporzadzonych
kiszonek (Ke i in., 2022). Zblizone udzialy TP w samodzielnie zakiszonej lucernie
(31,90% BO) i komonicy zwyczajnej o réznej zawartosci tanin (30,90% vs. 34,30% vs.
37,80% BO) zglosili Grabber, Coblentz (2009), potwierdzajac wpltyw tanin na
ograniczenie proteolizy. Badania wlasne, tak wiec potwierdzily skuteczno$¢ tanin
naturalnie obecnych w komonicy zwyczajnej, gdyz w grupach przy udziale powyzej 20%
rosliny stwierdzono wyzsze zawarto$ci TP wzgledem cytowanych wynikéw (Grabber,
Coblentz, 2009). Wyzsza koncentracja TP w analizowanych kiszonkach wydaje si¢ by¢
zwigzana z obnizonym tempem hydrolizy do peptydéw 1 aminokwasow, w wyniku
hamujacego dzialania tanin zawartych w komonicy zwyczajnej (Grabber, Coblentz,
2009). Obecne w roslinie taniny ograniczajg proteolize gtdéwnie poprzez niekowalencyjne
wigzanie i wytracanie proteaz, a takze substratow biatkowych (Min, Barry, Attwood,

McNabb, 2003). Efektem dziatania tanin jest zmniejszenie zawarto$ci NPN i N-NH3
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podczas fermentacji (Cavallarin, Tabacco, Borreani, 2007). Wyniki wlasne potwierdzity
wzrost TP, ktory jest analogiczny do obnizenia ilosci NPN, natomiast uzyskane warto$ci
N-NHj3 wskazywaly na tendencj¢ odwrotng. Analizowana frakcja PA1 wraz ze wzrostem
udziatu komonicy zwyczajnej rowniez wzrastata, lecz miescita si¢ w zalecanym zakresie
(Kung 1 in., 2018). Odnotowane zmiany w zawarto$ci frakcji PA1 moga $wiadczy¢
o wzrastajacej aktywnos$ci drobnoustrojow w zakiszanych roslinach, poniewaz
aminokwasy s3 rozkladane do NHz w procesie deaminacji, przeprowadzane] przez
bakterie produkujace kwas mastowy, octowy 1 mlekowy (Fijatkowska i in., 2015).
Badania pdzniejsze Ke i in. (2022) réwniez dowodzg zmniejszenia koncentracji NPN
1 N-NH3 w kiszonkach traktowanych taninami. W badaniach tych (Ke i in., 2022)
kiszonka z lucerny z dodatkiem tanin uzyskata zblizong warto$¢ TP (48,60% BO) do
wynikow wlasnych dla grupy z 50% udziatem komonicy zwyczajnej (47,13% BO),
a lucerna bez dodatku znacznie nizszg zawartos¢ TP (26,90% BO) w poréwnaniu do
wlasnej grupy kontrolnej (31,81% BO). Pomimo efektywnego zastosowania komonicy
zwyczajnej w przeprowadzonym doswiadczeniu, zawarto§¢ TP w grupie kontrolnej
mozna bylo uzna¢ za niskag w stosunku do wynikéw odnotowanych przez Hymes-Fecht
1 in. (2013), ktérzy przy samodzielnie zakiszonej lucernie uzyskali warto$ci wyzsze
(47,90% BO). Byly one zblizone do wynikéw dla kiszonki z 50% komonicy zwyczajnej
(47,13% BO).

Cze$¢ biatka frakcji PB1, ktore charakteryzuje si¢ dobra biodostepnoscia zaré6wno
w zwaczu, jak 1 w jelicie cienkim w badanych kiszonkach mozna byto uzna¢ za wysoka,
porownujac z wynikami prezentowanymi dla lucerny (19,80% BO) 1 komonicy
zwyczajnej (19,80%, 22,70%, 26,70% BO, odpowiednio dla nisko-, $rednio-
1 wysokotaninowej) w badaniach Grabber, Coblentz (2009). Zakiszanie zmniejszyto
udziat frakcji PB1 przy jednoczesnym wzroscie udziatu PA2. Grabber, Coblentz (2009)
stwierdzili, Ze taniny zawarte w komonicy zwyczajnej powoduja niewielkie przesuniecia
azotu z frakcji NPN, gltéwnie do PBI1 i jednoczesnie wykazali, ze zawartos¢ PB1 wzrosta
w kiszonce z komonicy zwyczajnej wraz ze wzrostem zawarto$ci tanin.

Kwantyfikacja frakcji NDICP jest wazna w systemie CNCPS, poniewaz ta czgs§¢
BO, ktoére jest nierozpuszczalne w neutralnym detergencie, ale rozpuszczalne w kwasnym
detergencie, zawiera frakcja biatkowa PB2, co do ktorej zaktada si¢, ze zachowuje ona
dobra biodostepnos¢, ale rowniez jest stosunkowo odporna na degradacje w zwaczu, co
skutkuje wigkszym pasazem warto§ciowego biatka by-pass (Higgs i in., 2015; Van

Amburgh 1 in., 2015). Cze$¢ frakcji PB2 moze wzrasta¢ wraz ze spontanicznym
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podwyzszeniem temperatury masy roslinnej, poniewaz biatka frakcji PB1, ktore sa
rozpuszczalne w neutralnym detergencie, czesto ulegaja denaturacji pod wplywem
temperatury, przez co staja si¢ mniej rozpuszczalne (Licitra 1 in., 1996). Wartos$ci frakcji
PB2 w badanych kiszonkach byly istotnie zré6znicowane (P<0,01), w tym grupy z 30%,
40% 1 50% udziatem komonicy zwyczajnej uzyskaly wyzsze warto$ci wzgledem
doniesien literaturowych. Wyniki badan Grabber, Coblentz (2009) prezentuja zawarto$¢
tej frakcji BO na poziomie 3,40% BO dla kiszonki z lucerny i 2,60%, 2,90%, 3,40% BO
dla kiszonki z komonicy zwyczajnej (nisko-, srednio-, wysokotaninowej). Jeszcze nizsze
wartos$ci stwierdzili Hymes-Fecht i in. (2013) dla zakiszonej lucerny (1,33% BO), a takze
komonicy zwyczajnej (1,39%, 0,66%, 1,03% BO, nisko-, $rednio-, wysokotaninowej,
odpowiednio). Wyzsza zawarto$¢ PB2 wsrdd kiszonek z bobowatych charakterystyczna
byta zwykle dla koniczyny czerwonej (11,20% BO) co potwierdzili Grabber, Coblentz
(2009), a takze (9,83% BO) Hymes-Fecht i in. (2013).

W badanych kiszonkach wzgledem zielonek, stwierdzono wzrost biatka
niepodlegajacego rozkladowi w zwaczu, ani trawieniu w jelicie, nalezacego do frakcji
PC, ktore stanowi jeden ze wskaznikow przemian BO podczas fermentacji. Uwaza sig,
ze koncentracja frakcji PC wzrasta w wyniku zaj$cia reakcji Maillarda indukowanych
podwyzszeniem temperatury masy roslinnej lub tez, jako wynik nieenzymatycznych
produktéw powstatych poprzez kondensacje cukréw redukujacych z aminokwasami,
dajac nastepnie polimery posiadajace wiele fizycznych witasciwosci ligniny (Coblentz
1 in., 2010). Wchodzaca w sktad PC frakcja ADICP jest powszechnie uwazana za
wskaznik uszkodzen termicznych w roslinie (Coblentz 1 in., 2000). Po zakiszeniu
obserwuje si¢ wzrost udziatu frakcji PC w poréwnaniu do zielonek roslin straczkowych,
co moze by¢ spowodowane akumulacjg ciepta wytworzonego podczas fermentacji (Guo
1 in., 2008). Stwierdzono wyzszy udziat frakcji PC w analizowanych kiszonkach
do$wiadczalnych w stosunku do lucerny 1 komonicy zwyczajnej nisko-, $rednio-
1 wysokotaninowej w badaniach Grabber, Coblentz (2009) (3,40% vs. 3,40% vs. 3,70%
vs. 4,00% BO, odpowiednio), a takze w porownaniu do wynikdéw zaprezentowanych
przez Hymes-Fecht i in. (2013) (1,71% vs. 1,23% vs. 1,20% vs. 1,38% BO,
odpowiednio). Jednak inne zespoty badawcze okreslajagce ilos¢ ADICP w kiszonce
z lucerny zaprezentowaly wartosci zblizone lub nawet wyzsze, m.in. 6,50% BO (Hristov,
Sandev, 1998) czy nawet warto$ci na poziomie 10,50% BO (Schwab, Tylutki, Ordway,
Sheaffer, Stern, 2003).
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Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, ze wedtug systemu CNCPS v 6.5, BO zakiszonej
lucerny z wyzszymi udziatami komonicy zwyczajnej (30%, 40%, 50%) charakteryzowato
si¢ wyzszg jakos$cig, co wynikato z nizszego udziatlu frakcji PA2, a takze najwickszego
wsrdd badanych kiszonek udziatu wartosciowych frakcji PB1 1 PB2, ktore sg biodostepne
w zwaczu, ale znaczna ich cz¢$¢ rozktadana jest w jelicie cienkim. Korzystniejszy rozktad
frakcji biatkowych wyzej wymienionych kiszonek moze wynika¢ gléwnie z ograniczenia
degradacji TP na skutek naturalnie zawartych w komonicy zwyczajnej tanin. Poprawe
jakosci BO lucerny po zakiszeniu z komonicg zwyczajng mozna byto stwierdzi¢, takze
na podstawie poréwnania wynikow wiasnych kiszonki z 50% udzialem komonicy
zwyczajnej do wynikow uzyskanych dla samodzielnie zakiszonej lucerny w badaniach Li
1 in. (2018a). Kiszonka z lucerny w cytowanych badaniach (Li 1 in., 2018a) uzyskata
zblizong warto$¢ frakcji PA2 (43,40% BO), PB2 (7,52% BO), a takze o 8,23 pkt. % mniej
PB1 (27,00% BO) i o 8,58 pkt. % wigcej frakcji PC. Wielu autorow potwierdza, ze taniny
hamuja proteolize w zakiszaniu, zmniejszajac degradacje TP, a ich efektywno$¢ jest
roézna, zaleznie od pochodzenia i zastosowanej dawki (Cavallarin i in., 2007; Grabber,

Coblentz, 2009; Huang i in., 2010; Ke i in., 2022; Lorenz i in., 2010; Min i in., 2003).

7.1.3. Rozkladalnos$¢ zwaczowa in vitro zielonek i kiszonek

Technika woreczkéw nylonowych procedury in situ jest najczegsciej stosowang do
oceny stopnia 1 tempa degradacji sktadnikow pokarmowych pasz w zwaczu, a takze jest
uwazana za technike referencyjng w obecnych systemach oceny pasz. Jednak jest to
procedura czasochlonna i pracochlonna, a do uzyskania wiarygodnych wynikow
wymagana jest odpowiednia liczebno$¢ przetokowanych zwierzat (Trujillo 1 in., 2010).
Zgodnie z danymi literaturowymi procedura grawimetryczna in vitro z wykorzystaniem
inkubatora Daisy II dostarcza wysoce powtarzalnych danych o rozkladzie w celu
oszacowania zardwno tempa, jak i zakresu degradacji pasz wldknistych (Ceballos,
Noguera, Bolivar, Posada, 2008). W stosunku do techniki woreczkow nylonowych,
procedura ta zapewnia mniejsze naklady pracy, paszy, czasu do przeprowadzenia
eksperymentu, jak 1 wymaga mniejszej liczebnos$ci przetokowanych zwierzat (Ceballos
11in., 2008; Tryjillo 1 in., 2010).

Zmiany w rozktadalno$ci in vitro SM 1 BO migdzy zielonkami i kiszonkami
w ponizszym doswiadczeniu byly wynikiem obnizenia zawarto$ci tatwo strawnych
sktadnikow pokarmowych zwtaszcza podczas procesu zakiszania, a takze spowodowane

mogly by¢ zmianami udziatu poszczegodlnych frakcji BO w wyniku przemian
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proteolitycznych i1 mozliwie powstatych produktow reakcji Maillarda (Damborg,
Stedkilde, Jensen, Weisbjerg, 2018; Fijatkowska i in., 2015). Rdznice istotne uzyskane
w badaniach wtasnych dla degradacji zwaczowej SM mozna byto wytlumaczy¢
roznicami gatunkowymi roslin, gléwnie dotyczacymi rozktadu weglowodanow
strukturalnych, ktore wptywaja na kruchos¢, a zatem réwniez na rozktad wielkosci i sktad
czastek (Eisenhardt, Saleeb, McKay, Zeller, 2009). Odmienny profil rozdrobnienia
1 sktadu czgstek mogt spowodowac znaczne i szybkie straty bardzo matych czastek paszy
przez pory woreczkow podczas pierwszych godzin inkubacji (Mould, Morgan, Kliem,
Krystallidou, 2005), co zostato zaobserwowane dla czasu inkubacji 2 h i 4 h, wraz ze
wzrostem udzialu komonicy zwyczajnej wzrastata ilo$¢ roztozonej in vitro SM
w badaniach wlasnych. Kolejnym czynnikiem, ktéory wptywal na zmiany
w rozktadalno$ci SM poza réznicami migdzygatunkowymi roslin mogla by¢ obecnos¢
tanin w komonicy zwyczajnej (Tabacco i1 in., 2006). Zespoty badawcze, ktore
koncentrowaly si¢ na wptywie tanin na dostgpnos¢ sktadnikoéw pokarmowych w zwaczu
zaobserwowaly negatywny wptyw tanin na dostepnos¢ SM in vitro (Cope, Burns, 1971).
McMabhon i in. (2000) doszli do wniosku, ze taniny nie tylko hamuja trawienie celulozy
W zwaczu in vitro 1 in vivo, ale takze hamujace dziatanie tanin obejmuje aktywnos$¢
wiekszosci grup bakterii. Zmniejszenie rozkladalnosci SM in vivo zaobserwowano, gdy
skarmiano pasze zawierajace CT (> 5% SM) w pracy Waghorn, Jones, Shelton, McNabb
(1990). Pozniejsze badania Tabacco i in. (2006) wykazatly, ze rowniez nizsze poziomy
tanin (2% SM) majg mozliwo$¢ hamowania proceséw fermentacyjnych zachodzacych
w zwaczu, bez mozliwos$ci regeneracji populacji drobnoustrojow. Zastosowanie systemu
oceny rozktadalnosci pasz in vitro jest rozwigzaniem statycznym w pordwnaniu Z wysoce
dynamicznym systemem zwacza, w ktorym pasza traktowana taninami ma mozliwo$¢
polaczenia z innymi paszami nie zawierajacymi tej grupy zwiazkow aktywnych
biologicznie i ogromng populacja drobnoustrojow. McMahon 1 in. (2000) stwierdzili, ze
hamujacy wptyw nawet niskich ilo$ci tanin moze odzwierciedla¢ ograniczong dostepnos¢
substratu do wigzania kompleksow in vitro, gdzie in vivo jest szerszy zakres 1 wigksza
dostepno$¢ substancji w zwaczu, ktore prawdopodobnie moglyby obnizy¢ stopien,
w jakim taniny hamowatyby pojedyncze populacje mikroorganizmow.

Badania wlasne wykazaly, ze taniny obecne w komonicy zwyczajnej skutecznie
ograniczyly degradacje BO kiszonek w zwaczu, co jest zgodne z innymi wynikami
uzyskanymi przy zastosowaniu tanin w kiszonkach z r6znych ro$lin (Broderick, Albrecht,

1997; Salawu 1 in., 1999), a takze zbiezne z wynikami dla dawek pokarmowych, w sktad
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ktorych wchodzity pasze traktowane taninami (Sliwinski, Soliva, Machmiiller, Kreuzer,
2002). Pézniejsze badania Tabacco i in. (2006) donosza o zmniejszeniu degradacji BO
w zwaczu kiszonek z lucerny traktowanej roznymi dawkami tanin, co prowadzito do
zaleznego od dawki tanin wzrostu frakcji BO pokarmowego trawionego w jelicie
cienkim. Stwierdzona tendencja do wyzszej strawnosci jelitowej dla biatek w kiszonce
z lucerny traktowanej taninami, moze wynika¢ z faktu, ze te aktywne biologicznie
zwiazki zmniejszyty proteolize w zwaczu w wyniku tworzenia kompleksow biatkowych,
odpornych na rozktad w bliskim obojetnego pH przedzotagdkdéw (McSweeney, Palmer,
McNeill, Krause, 2001; Tabacco i in., 2006).

Badania przeprowadzone przez Xue i in. (2020a) oraz Xue, Wang, Yang, Li, Zhang
(2020b) prezentuja zblizone wyniki dla degradacji in vitro SM mieszanek lucerny
z kupkdwka pospolita, w zakresie od 65% do 71%, a takze w przedziale od 68% do 74%,
odpowiednio w stosunku do wynikow wiasnych. Rozktadalnos¢ in vitro SM w badaniach
wlasnych byla zblizona do wynikéw zgtoszonych przez Purwin i in. (2014a), gdzie po
48 h inkubacji in situ podano wynik na poziomie 65,60%, jednak wartos$ci podane dla
rozktadalnosci BO po 48 h inkubacji (71,50%) byty znacznie wyzsze w stosunku do
wynikéw wilasnych. Degradacja sktadnikow pokarmowych w zwaczu, w tym przede
wszystkim BO jest bardzo ztozonym procesem, a jego ocena iloSciowa jest ciggtym
wyzwaniem dla wielu badaczy (Edmunds, Stidekum, Spiekers, Schwarz, 2012). Zgodnie
z Purwin 1 in. (2014a) degradacja BO w zwaczu warunkowana byta koncentracja Nogslnego
w paszy, sktadem frakcji biatkowych, w tym wazny byt udziat frakcji ADICP. Wyzsze
ilosci ADICP w BO kiszonek moga prowadzi¢ do znacznego spadku efektywnosci
degradacji BO. Straty tatwo rozpuszczalnych skladnikéw i ewentualne produkty reakcji
Maillarda w kiszonkach najprawdopodobniej wptywaty na zmniejszenie degradacji BO
(Purwin 1 in., 2014a). Zauwazono, ze tempo degradacji byto szybsze w ciagu pierwszych
kilku godzin inkubacji, co tez juz zostato stwierdzone w literaturze dla kiszonek z roslin
bobowatych (Purwin i in., 2014a).

Uzyskane wyniki ilosci SM 1 BO, roztozonych in vitro w badanych czasookresach,
jak 1 po zakonczeniu inkubacji mogg si¢ znacznie réznic od wynikdéw prezentowanych
w literaturze. Podstawowym kryterium jest zastosowana technika. Istotnie odmienne
wyniki uzyskiwane moga by¢ w technice in situ, nasladujacej warunki in vivo, ktora jest
szeroko stosowana jako metoda standardowa. Technika ta dostarcza odniesien wartos$ci,

z ktorymi skorelowane sg techniki in vitro. Jednak procedura jest podatna na rdzne zrodia
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btedow, w tym kolonizacj¢ pozostatosci paszy przez mikroorganizmy zwacza (Edmunds
iin., 2012; Krawielitzki, Schmidt, Voight, Kowalczyk, Gabel, 2006).

Reasumujgc przeprowadzong analiz¢ rozktadalnosci in vitro 1 kinetyke rozktadu
SM oraz BO kiszonek, mozna byto stwierdzi¢ wptyw czynnika doswiadczalnego
w grupie z 50% udziatem komonicy zwyczajnej na tempo i zakres degradacji BO.
Wskazany wariant potencjalnie mogtby poprawi¢ efektywnos¢ wykorzystania BO
kiszonki z lucerny w jelicie cienkim przezuwaczy. Aktywno$¢ tanin zawartych
w komonicy zwyczajnej mogtaby zosta¢ potwierdzona takze nizszym tempem rozktadu
BO badanej kiszonki z 50% udziatem komonicy zwyczajnej w pierwszych godzinach
inkubacji prob, co stwierdzono w badaniach wilasnych. Jednak nalezy pamigtac, ze
degradacja BO w zwaczu jest bardzo ztozonym procesem, zaleznym od wielu czynnikow,
nie tylko ilosci 1 jako$ci BO pasz. Najnizszy rozktad BO wskazanej grupy dos§wiadczalne;j
z 50% udziatem komonicy zwyczajnej mogt posrednio wynikaé¢ z najnizszego udziatu
frakcji biatkowej PA2 1 wyzszego w stosunku do grupy kontrolnej udziatu frakcji PB1.
Degradacja in vitro SM roznita si¢ kinetyka rozktadu w poszczegdlnych grupach
doswiadczalnych kiszonek, jednak wyniki po 48 h inkubacji byty zbiezne, co moglo by¢
spowodowane roznicami w skladzie weglowodanow strukturalnych i1 nieznacznymi
dysproporcjami w ilosci tatwo rozpuszczalnych skladnikéw pokarmowych zawartych

w komorkach roslinnych.

7.1.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

Analiza ogoélnej liczebno$ci bakterii, drozdzy 1 plesni w kiszonkach moze by¢
przydatna, gdyz te warto$ci czgsto powigzane sa z przebiegiem fermentacji i jakoscia
kiszonek. Znajomo$¢ tych informacji w materiale Swiezym ma ograniczong wartosc,
poniewaz warunki zakiszania 1 r6zne zabiegi mogg zmieni¢ kierunek fermentacji (Kung
1 in., 2018). Populacja mikroorganizmoéow zasiedlajagca §wieze rosliny znacznie rozni si¢
od zbiorowisk wystepujacych w procesie fermentacji, czy tez w produkcie koncowym.
Mikroflora epifityczna zasiedlajaca zielonke z lucerny zwykle zdominowana jest przez
Enterobacteriaceae, drozdze 1 plesnie. Znacznie mniej licznie wystepuja bakterie
fermentacji mlekowej (Wu i in., 2021; Zhang, 2011). Pomimo pelnienia zasadniczej roli
w konserwacji lucerny, ta grupa zwykle stanowi < 0,5% catej populacji wedlug Lin i in.
(1992). Zarodniki Clostridium spp. rowniez mogg pojawic si¢ w zielonce, a ich obecnos¢
1 liczebno$¢ uwarunkowana jest przede wszystkim stopniem zanieczyszczenia gleba czy

wystapieniem opadoéw deszczu przed zbiorem. Patogeny te nie wchodza jednak w sktad
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mikroflory epifitycznej, ktorej réznorodnos¢ i liczebnos$¢ na lucernie nie jest zwigzana
z kolejnym pokosem i/lub dojrzatoscia rosliny, a wiedniecie ma zwykle niewielki wptyw.
Znaczacymi czynnikami sg temperatura i wilgotnos¢. Wyzsze temperatury podczas
wiednigcia przyczyniajg si¢ do wzrostu liczebnosci drozdzy i1 ple$ni. Rozdrobnienie
wpltywa na wzrost liczebno$ci i wzmocnienie grupy pateczek kwasu mlekowego,
rodzajow Pediococcus i Leuconostoc. Powszechnie wiadomo, ze fadunek drozdzy i plesni
na rozdrobnionej lucernie wzrasta wraz z wigksza zawartos$cig SM 1 zdolnos$cig buforowa
(Lin11n., 1992; Wang i in., 2022; Wu 1 in., 2021).

Znaczna liczebno$¢ drozdzy w kiszonkach jest zwykle zwigzany z wysokimi
stezeniami etanolu (Kung i in., 2018), czego nie potwierdzono w badaniach wlasnych.
Ponadto grupy do$wiadczalne charakteryzujace si¢ istotnie wyzszg liczebnoscig drozdzy
w stosunku do grupy kontrolnej uzyskaty wregcz najnizszg zawartos¢ etanolu lub tez jego
catkowity brak. Na podstawie czego mozna bylo stwierdzi¢, ze obecny tadunek drozdzy,
a takze ich aktywno$¢ byla bardzo niska i nie wptywata na pogorszenie jakos$ci profilu
fermentacji sporzadzonych kiszonek (Kung i in., 1998; Kung i in., 2018). Potwierdzaja
to dodatkowo wyniki badan zakiszonej purpurowej koniczyny preriowej (Dalea purpurea
Vent.), zawierajacej naturalnie wysoka koncentracje CT (84,5 g'kg! SM) (Peng i in.,
2018). W badaniach tych liczebnos¢ drozdzy byta wyzsza 1 wynosita powyzej 9,0 log10
liczby kopii genu-g™! SM, a calkowita liczebnos¢ grzybéw znacznie przewyzszata wyniki
wlasne, zostata stwierdzona na poziomie przekraczajacym 11,0 log10 liczby kopii genu-g”
1'SM (Peng i in., 2018). Poza tym wzrost udzialu tanin w kiszonkach, jako wynik
wyzszych udziatow komonicy zwyczajnej nie wptynat na obnizenie tadunku drozdzy, nie
mozna rowniez stwierdzi¢ wzrostu ich liczebno$¢. Pomimo stwierdzonych réznic
statystycznych wyniki rzeczywiste nie przedstawiaty zaleznosci liniowej. Zbiezne wyniki
prezentuja Peng i in. (2018), ktérzy réwniez nie stwierdzili wptywu tanin na zmiany
w tadunku drozdzy w 14 dniu fermentacji. Autorzy zgtosili istotne roznice w pierwszych
7 dniach zakiszania, co jednak jest zasadne, gdyz jest to czas w ktorym nastepuja
dynamiczne zmiany zaro6wno w produktach fermentacji, jak 1 liczebnosci
mikroorganizmoéw (Peng i in., 2018). Inne badania przeprowadzone przez Salawu 1 in.
(1999) oraz praca pozniejsza Wang 1 in. (2007) wskazuja, ze taniny zmniejszaja
aktywno$¢ grzybow w kiszonkach roslin bobowatych.

Ladunek drozdzy w kiszonkach odpowiada réwniez za ich stabilno$¢ tlenowa
(Kung i in., 1998). Kung i in. (1998) przewiduja, ze stabilno$¢ tlenowa jest rowna zero,

gdy w kiszonce ilo$¢ drozdzy wynosi >6,0 logl0 jednostek tworzacych kolonie (jtk)
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w 1 g $wiezej masy. Wedlug Santos, Lock, Mechor, Kung (2015) drozdze obecne
w kiszonce zmniejszajg strawno$¢ wiokna in vitro, co nie zostalo potwierdzone w
badaniach in vivo. Windle, Kung (2013) donoszg, ze wysoka liczebnos$¢ drozdzy, powyzej
7,8 log10 jtk w 1 g kiszonki obniza smakowito$¢. Nie wskazano jednak bezposredniego
wptywu samych drozdzy, gdyz potencjalnie negatywne skutki w skarmianiu
zanieczyszczonej kiszonki moga wynika¢ takze ze zmian wtasciwos$ci organoleptycznych
pasz, wytwarzania toksycznych zwigzkow czy z kombinacji kilku czynnikow (Gotlieb,
2016). Zgodnie z Kung 1 in. (2018) przy interpretacji liczebnosci drozdzy w kiszonce
nalezy zachowac ostroznos¢ z kilku powodow. Do najwazniejszych zalicza si¢ podawanie
catkowitej liczebnosci drozdzy, bez rozrdznienia na grupg asymilatoréw mleczanu.
Nastepnie tadunek drozdzy nie odzwierciedla ich zdolno$ci metabolicznych, tak wigc
kiszonka z umiarkowanym tadunkiem drozdzy zaleznie od rosliny moze by¢ nadal
stosunkowo stabilna tlenowo. Po trzecie niektore drozdze w bardzo niskich udziatach
moga inicjowaé tlenowe psucie si¢. Kiszonki, ktore juz ulegly zepsuciu moga zawierad
bardzo mato drozdzy i ple$ni, poniewaz mikroorganizmy te obumarty z powodu braku
substratow. Nalezy pamigtac, ze liczba drozdzy i plesni moze tez znacznie wzrosna¢ od
momentu pobrania proby kiszonki do przybycia do laboratorium (Kung 1 in., 2018).
Nizsza jako$¢ zakiszania jest zwykle spowodowana aktywnos$cig niepozadanych
mikroorganizmoéw, takich jak Clostridium spp. 1 Enterobacter spp. (Ni 1 in., 2020).
Liczebnos$¢ Clostridium spp. w analizowanych kiszonkach uzyskata najnizsze wartosci.
Stwierdzona obecnos$¢ Clostridium spp. byta wyzsza wzgledem kiszonek z traw (ponizej
4,5 logl0 liczby kopii genu-g! SM) w badaniach Fijatkowska i in. (2019). Bakterie
Clostridium spp. nie toleruja wysokiego ci$nienia osmotycznego w komorkach
ro$linnych, a ich wzrost jest szybszy w kiszonkach o niskiej SM (Krzywiecki i in., 2008).
W zwigzku z wlasciwym poziomem SM i bardzo niskiej zawarto$ci kwasu mastowego,
mozna wnioskowac o niskim znaczeniu 1 aktywnosci oznaczonej liczebnosci Clostridium
spp., ktora wynika¢ mogta ze znacznej obecnosci form przetrwalnikujacych (Kung 1 in.,
2018). Konig 1 in. (2017) zglosili, ze zawarto$¢ kwasu mastowego byla bardzo stabo
skorelowana (R? = 0,280) z liczba kopii genow 16S tDNA w Clostridium spp., co tez by
moglo wyjasni¢ oznaczony tadunek bakterii wzgledem znikomych ilo$ci kwasu
mastowego (< 0,01 g-kg! SM) w badaniach wtasnych. Silniejsza korelacje (R*> = 0,397)
stwierdzili Fijatkowska i in. (2019), co wskazuje, ze poza szeregiem czynnikéw

determinujacych zawarto$¢ kwasu mastowego wazny jest tadunek Clostridium spp.
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Do gtéwnej grupy mikroorganizméw stymulujacych rozktad materii roslinnej
w warunkach tlenowych i beztlenowych obok drozdzy naleza bakterie Bacillus spp.
Wysokiej jakosci surowiec fermentuje skutecznie, jednak kiszonki sporzadzone
z rozdrobnionej zielonki zatrzymujg wiecej tlenu 1 sg bardziej obficie skolonizowane
przez Bacillus spp. (Fijatkowska i in., 2019; McEniry, O'Kiely, Clipson, Forristal, Doyle,
2008). Gatunki Bacillus spp. sa zdolne do metabolizowania weglowodandéw do kwasow
organicznych w warunkach beztlenowych (Cruz i in., 2000). Réznice w sktadzie LKT
1 pH kiszonek z lucerny 1 komonicy zwyczajnej mozna wyttumaczy¢ dziataniem Bacillus
spp. podczas przedluzonej poczatkowej fazy aerobowej. Pewne gatunki Bacillus spp.
wyrdzniaja wysokie proporcje kwaséw thuszczowych, ponadto produkuja one kwasy
organiczne, takie jak kwas cytrynowy i bursztynowy. Zdolne sa do aktywnosci 1 wzrostu
w obecnos$ci kwasoéw kiszonkarskich, gtéwnie kwasu mlekowego (Brillard, 2015; Yan,
Zheng, Chen, Han, 2013).

Calkowita liczebnos$¢ bakterii w badanych kiszonkach byta zblizona do wynikéw
zgloszonych dla samodzielnie zakiszonej lucerny (9,4 logl10 liczby kopii genu-g™! SM)
w badaniach Hartinger, Kube, Gresner, Siidekum (2020). Peng i in. (2018) podobnie jak
w badaniach wilasnych nie stwierdzili wptywu tanin na zmiany w tadunku bakterii.
Odmienne zdanie przestawili Wang 1 in. (2007), ktérzy wspotzakiszajac lucerng
z esparceta, jako naturalnym zrodtem tanin, zglosili obnizenie populacji bakterii wraz ze
wzrostem udzialu  esparcety/tanin.  Zasadniczo  zréznicowane  spotecznosci
drobnoustrojéw powinny uwzglednia¢ réznice w jakosci kiszonek (Ni 1 in., 2018).
Dlatego tez dysproporcje w produktach fermentacji uzyskane w kiszonkach
do$wiadczalnych wydawatyby si¢ nie wynika¢ z catkowitego tadunku bakterii, ale
z r6znic we wzglednym sktadzie na poziomie rodzaju (Hartinger i in., 2020). Uzyskana
catkowita liczebnos$¢ Lactobacillus spp. byta nizsza niz w kiszonce z lucerny (9,2 log10
liczby kopii genu-g”! SM) w badaniach Hartinger i in. (2020). Zblizone warto$ci tadunku
Lactobacillus spp. do wynikow wilasnych zgtosili Fijatkowska 1 in. (2019) dla kiszonki
z traw (8,5 — 9,0 logl0 liczby kopii genu-g’' SM). Lactobacillus spp. sa gtéwnym
rodzajem reprezentujagcym bakterie fermentacji mlekowej, ktorej dominacja jest
uzasadniona w optymalnych warunkach przebiegu zakiszania roslin. Zwykle tez taniny
negatywnie wpltywaja na wzrost bakterii fermentacji mlekowej (Chen 1 in., 2021b).
Szkodliwa mikrobiota takze moze obnizy¢ tadunek Lactobacillus spp. (Pahlow i in.,
2003). Nie zawsze na poziomie rodzaju tadunek bakterii §wiadczy o ich aktywnosci,

poniewaz udowodniono, ze tylko niektore bakterie rodzaju Lactobacillus charakteryzujg
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si¢ stabilng aktywnos$cig enzymatyczng, wykazujac wyzsza przydatnos¢ podczas
fermentacji roslin (Paya, Taghizadeh, Lashkari, 2015; Yang, Cao, Cai, Terada, 2010).
Doniesienia Ke i in. (2022) potwierdzajg wplyw tanin na liczbowo wyzsze bogactwo
fadunku bakterii w kiszonce z lucerny, czego nie stwierdzono statystycznie w badaniach
wlasnych. Ponadto uzyskane wyniki nie potwierdzaja mniejszej réznorodnosci
mikrobiomu bakteryjnego w skutek dziatania tanin, co wykazali Ke i in. (2022). Kiszonki
z grupy o wyzszych udziatach komonicy zwyczajnej (40% 1 50%) charakteryzowaly si¢
wiekszym zréznicowaniem mikrobiomu, co moze wskazywaé¢ na brak dziatania
bakteriostatycznego tanin wobec wybranych rodzajow bakterii (Farha i1 in., 2020).
Wyrazne réznice w mikrobiomie bakteryjnym sugeruja, ze 50% udzial komonicy
zwyczajnej zmienit populacje bakterii. Zawarte w komonicy zwyczajnej taniny mogty
sprzyja¢ wzrostowi rodzajow Loigolactobacillus, Lactiplantibacillus i Lentilactobacillus,
ktérych obecno$¢ stwierdzono w znacznie wyzszym udziale procentowym wzgledem
grupy kontrolnej, a wobec innych mogly wykazywaé dziatanie inhibitujace, jak na
przyktad w stosunku do rodzaju Weissella (Waghorn, 2008; Wang, McAllister, Acharya,
2015).

Analiza struktury mikrobiomu bakteryjnego na poziomie rodzaju kiszonki
z esparcety wykazata, ze wsrdd najliczniejszych rodzajow znalazly si¢ Lactobacillus
(90,56%), Weissella (3,85%), Pediococcus (3,38%) 1 Enterobacter (1,04%) (Huang i in.,
2022). Powszechnie wiadomo, ze wigkszo$¢ bakterii bioragcych udziat w fermentacji
mlekowej kiszonek nalezy do rodzajow Lactobacillus, Pedicoccus, Weissella
1 Leuconostoc (Ni 1 in., 2018). Weissella spp., ktéra dominowala we wszystkich
kiszonkach, jest uwazana za rodzaj o charakterze wczesnego kolonizatora.
W podzniejszych fazach bakterie te sg zastgpowane przez Lactobacillus spp., wraz ze
spadkiem pH w miar¢ postepu procesow fermentacyjnych (Graf, Ulrich, Idler, Klocke,
2016), co nie znalazto statystycznego potwierdzenia w strukturze mikrobiomu
bakteryjnego kiszonek wtasnych. Cai, Benno, Ogawa, Ohmomo, Kumai (1998) wykazali,
ze Weissella byt heterofermentacyjnym rodzajem, ktory nie mogt rosna¢ ponizej pH =
4,5, co by moglo czeSciowo wyjasni¢ znaczny udzial Weissella spp. w badaniach
wiasnych, gdzie kiszonki po 90 dniach fermentacji miaty pH powyzej 4,7. Porownujac
jednak uzyskane wyniki z badaniami zespotu Huang i in. (2022), trudno byto wyjasnié¢
tak wysoki udziat rodzaju Weissella, jedynie mozna sugerowaé si¢ kwasowoscia
kiszonek. Huang i in. (2022) wykazali wysokie udziaty Weissella spp. z poziomu 31,83%

w trzecim dniu fermentacji, ktore sukcesywnie obnizaly swoja populacje do 60 dnia
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zakiszania esparcety. Trudno bylo ustali¢ jednoznacznie powdd istotnie nizszej
liczebnosci rodzaju Weissella w kiszonce z 50% udzialem komonicy zwyczajnej. Mozna
sugerowac si¢ wlasciwosciami tanin, ktére mogly ogranicza¢ wzrost bakterii (Ke 1 in.,
2022).

Proces fermentacji lucerny traktowanej taninami hydrolizujacymi (HT) i CT
w doswiadczeniu Ke i in. (2022) zostal zdominowany przez rodzaj Enterococcus,
zarbwno w grupie kontrolnej, jak 1 do§wiadczalnej, zwlaszcza przy zastosowaniu HT. Ke
1 1n. (2022) zgtlosili, ze na poziomie rodzaju dominujgcymi bakteriami w samodzielnie
zakiszonej lucernie byty Enterococcus (55,17%), Lactobacillus (27,50%) i Pediococcus
(11,70%). Zastosowanie HT zwigkszyto liczebnos¢ Enterococcus spp. (73,68%)
1 zmniejszylo udzial Lactobacillus spp. (18,48%). Najwyzsze proporcje Lactobacillus
spp. (50,04%) 1 Enterococcus spp. (41,25%) obserwowano w kiszonce z CT. Cytowane
wyniki dowodza réznorodnego wptywu obu rodzajéow tanin na r6znos¢ spolecznosci
bakteryjnej kiszonki z lucerny. W badaniach wiasnych oparto si¢ jedynie o catkowita
zawarto$ci tanin w komonicy zwyczajnej, bez wyodrebnienie ich grup, co moze mogtoby
wplynaé w przyszto$ci na lepsze zrozumienie dziatania ro$liny w zakiszaniu lucerny (Ke
1 in., 2022). Podobnie Ni i in. (2017) zgtosili wyniki dotyczace dominacji rodzaju
Enterococcus w zakiszaniu lucerny, co absolutnie nie znalazto potwierdzenia w stosunku
do badan wlasnych, gdzie najwyzszy udzial tego rodzaju wynoszacy jedynie 1,46%
odnotowano w grupie z 50% udzialem komonicy zwyczajnej. Wedtug Ni 1 in. (2017)
rodzaje Enterococcus, Erwinia 1 Methylobacterium byty trzema gtownymi we wstgpnie
zakiszonej lucernie, a wzgledna liczebno$¢ Enterococcus spp. przekraczata 30%.
McGarvey i in. (2013) zaobserwowali, ze Enterobacter spp. stanowit 40,26% wszystkich
sekwencji lucerny, jednak wzgledna liczebno$¢ rodzaju Pantoea wynosila zaledwie
1,10%. Mikrobiom bakteryjny kiszonek doswiadczalnych nie obejmowal rodzaju
Enterobacter, audziat Pantoea spp. byt zblizony dla wybranych wariantow. Enterobacter
spp. nie namnaza si¢, a ich zywotno$¢ obniza si¢ przy pH nizszym niz 4,5 do 5,0. Szybki
1 wystarczajacy spadek pH w pierwszych fazach fermentacji zmniejsza zatem ich wzrost
1 moze skutkowa¢ bardzo niska ich przezywalnoscig. Brak obecno$ci tego rodzaju
bakterii w kiszonkach moze by¢ wynikiem szybkiego zakwaszenia w pierwszej fazie
fermentacji 1 efektywnego zageszczenia, gdyz tlen moze przedtuzaé przezywalnos¢ tego
rodzaju. Bakterie te, ktore znajduja si¢ w dojrzalej kiszonce moga ponownie wzrasta¢

w wyniku wzrostu pH (Driehuis, Elferink, 2000).
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Badania Bao i in. (2016) wykazaly, ze rodzaje Enterobacter, Weissella, Pantoea
1 Bacillus najliczniej reprezentowaty mikrobiom bakteryjny zakiszonej lucerny, co jest
bardziej zgodne z wynikami wlasnymi. Rodzaje Pantoea 1 Bacillus uzyskaly najwyzsze
udzialy odpowiednio w grupie z 40% 1 50% udziatem komonicy zwyczajnej. Zwigkszona
obfito$¢ Pantoea spp. moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia N-NH3, biorac pod uwagg,
ze Ogunade i in. (2018b) rowniez wykazali t¢ zalezno$¢. Jednak nad podstawie badan
wlasnych nie mozna tego potwierdzi¢, gdyz pomimo najwyzszego udziatu Pantoea spp.
uzyskano takze jedng z wyzszych koncentracji N-NHs. Zhao 1 in. (2021) w samodzielnie
zakiszonej lucernie zglosili gtéwny udzial rodzajow Enterobacter (29,68%), Hafnia-
Obesumbacterium (19,71%), Weissella (13,14%), Lelliottia (11,05%) 1 Lactococcus
(9,46%). Rodzaje Weissella 1 Lactococcus uznawane sa za inicjatory fermentacji
w nieprzetworzonej lucernie (Yuan, Li, Dong, Shao, 2020). Wzgl¢dna obfito$¢ rodzajow
Weissella 1 Leuconostoc byla bardzo nieliczna we wszystkich kiszonkach z lucerny
w badaniach Huo i in. (2022), co byto zgodne z ustaleniami Ogunade i in. (2018b), ktorzy
doszli do wniosku, Zze czynnikiem zmniejszajagcym wzgledng liczebnos¢ Weissella spp.
moze by¢ zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej jako dodatku do zakiszania
lucerny. W badaniu Zhao i in. (2021) dominujagcymi rodzajami bakterii fermentacji
mlekowej po zakiszeniu byty Lactobacillus, Lactococcus 1 Weissella, wsrod nich
Lactobacillus odgrywat kluczowa rolg. Rodzaj ten moze wytwarza¢ kwas mlekowy,
obniza¢ pH, zmniejsza¢ wzgledna obfitos¢ niepozadanych bakterii i czgsto staje sie
dominujgcym rodzajem w réznych rodzajach wysokiej jakoSci kiszonek (Filya, Muck,
Contreras-Govea, 2007; Wang, Gao, Wu, Yu, 2020). W badaniu Zhao i in. (2021)
wzgledna liczebno$¢ Lactobacillus spp. (< 5%) w grupie z kiszonka z lucerny byta bardzo
niska przez caty okres fermentacji, co takze zaobserwowano w wynikach wtasnych.

Bakterie rodzaju Pediococcus wzrastaja energicznie i inicjuja fermentacje mlekowa
we wczesne] fazie zakiszania, podczas gdy wraz ze spadkiem pH beda stopniowo
zastepowane przez Lactobacillus spp. (Ni 1 in., 2017). Jednak wyzsza wzgledna
liczebno$¢ Pediococcus w grupie z 20% udziatem komonicy zwyczajnej moze by¢
zwigzana z opdznionym tworzeniem si¢ kwasnego srodowiska (Yang i in., 2019). Gatunki
Pediococcus spp. rosng szybko podczas zakiszania, gdy pH wynosi od 5,0 do 6,5 (Kung
1 in., 2003a; Mcdonald 1 in., 1991). Ligilactobacillus, ten rodzaj bakterii fermentacji
mlekowej, sktadajacy si¢ z bylych przedstawicieli Lactobacillus, obejmuje Gram-
dodatnie, nietworzace przetrwalnikow bakterie homofermentacyjne (Tohno i in., 2022).

Uznawany jest za dominujacy rodzaj bakterii fermentacji mlekowej w pdzniejszym
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stadium kiszenia, podobnie jak rodzaje Lentilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Secundilactobacillus 1 Levilactobacillus, a takze Lactococcus (Fan 1 in., 2022). Po 56
dniach w kiszonce z lucerny w badaniach Hu 1 in. (2020) dominowaly rodzaje
Lactobacillus (75,10%), Pediococcus (9,30%), Enterococcus (6,70%). Lactobacillus spp.
moze fermentowaé heksozg w celu wytworzenia kwasu mlekowego u gatunkow
homofermentacyjnych lub fermentowac heksoze i pentoz¢ w celu wytworzenia rownych
ilosci kwasu mlekowego 1 kwasu octowego u gatunkow heterofermentacyjnych (Muck
11in., 2018; Parvin, Nishino, 2009). W badaniach wlasnych jednak rodzaj Lactobacillus
mogt w najwyzszym stopniu odpowiada¢ za produkcje kwasu mlekowego w grupie
z 20% 1 40% udzialem komonicy zwyczajnej. Wiele badan wskazuje na dominacje
Lactobacillus spp. w kiszonkach, w tym z lucerny (McGarvey i in., 2013, Zheng, Niu,
Jiang, Zuo, Xu, 2017). Znacznie nizszy udzial rodzaju Lactobacillus w kiszonkach
doswiadczalnych mozna tlumaczy¢ wyzsza aktywno$cig i lepszymi warunkami do
rozwoju 1 aktywno$ci dla innych rodzajéw bakterii fermentacji mlekowej, w tym
mozliwie niewystarczajace ilosci substratow (Hu i in., 2020).

Rodzaj Synechococcus stanowiagcy drugi co do liczebno$ci w grupie kontrolnej
1w grupach z 10% oraz 20% udzialem komonicy zwyczajnej, nalezy do cyjanobakterii.
Ten rodzaj jest bardzo powszechny, co zawdzigcza niezwyktej zdolno$¢ przystosowania
si¢ do wysokich i niskich temperatur (Callieri, 2017). He 1 in. (2020) zglosili, ze na
poziomie gromady cyjanobakterie stanowily jedno z trzech gtownych zbiorowisk
w kiszonce z lisci drzewa Neolamarckia cadamba, ktore sg bardzo zasobne w taniny (40
g HT i 60 g CTkg! SM) (He i in., 2018). Cyjanobakterie charakteryzuja sie obfitym
wzrostem i szeroka gama generowanych produktow, cieszac si¢ duzym zainteresowaniem
w przemysle farmaceutycznym i biotechnicznym (Heberline, 2017). Dominacja tego
rodzaju w wybranych kiszonkach byta bardzo ciekawa i warta dalszej uwagi, gdyz
dotychczas nie odnaleziono wigcej informacji o ich obecnosci w zakiszonej lucernie.

Podsumowujac sktad mikrobiologiczny kiszonek, a w szczegolnosci brak obfitosci
rodzaju Enterobacter, przy dominacji rodzajow Weissella, Loigolactobacillus,
Lactiplantibacillus, Lentilactobacillus 1 pewnej obfitosci rodzajow Lactobacillus,
Pediococcus, Levilactobacillus oraz Latilactobacillus sugeruje dominujaca fermentacje
kwasu mlekowego we wszystkich kiszonkach (Kung i in., 2018; Ni i in., 2017; Ni i in.,
2018; Pahlow 1 in., 2003). Zréznicowanie spoteczno$ci bakteryjnej moze by¢ jednym
z krytycznych czynnikdéw prowadzacych do réznic w jakosci kiszonki i ilo$ci produktow

fermentacji (Kung i in., 2018; Muck i in., 2018). Pomimo braku krytycznych dysproporcji
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w jako$ci fermentacji, wicksze zainteresowanie wzbudzit zréznicowany mikrobiom
bakteryjny kiszonek do§wiadczalnych. W niniejszym badaniu zréznicowanie struktury
spoteczno$ci bakteryjnej bylo wigksze, gdy zastosowano 50% wudzial komonicy
zwyczajnej, co moze wynikac¢ nie tylko z roznic miedzygatunkowych roslin, a co za tym
idzie dysproporcji w ilosci 1 jakosci mikroflory epifitycznej, ale takze rdéznych
oddziatywan synergistycznych i antagonistycznych pomig¢dzy konkretnymi rodzajami
bakterii. Zroéznicowanie mikrobiomu moglo by¢ wynikiem bardzo dobrego
przystosowania si¢ do warunkoéw zakiszania wybranych rodzajéw bakterii (Zheng i in.,
2017). Wysoka réznorodno$¢ mikrobiomu przy dominujagcym udziale bakterii
fermentacji mlekowej moze sugerowad intensywny i satysfakcjonujacy przebieg
fermentacji (Kraut-Cohen i in., 2016). Grupa kontrolna, jak i kiszonki lucerny z nizszymi
udzialami komonicy zwyczajnej nie mialy tak bogatego mikrobiomu bakteryjnego, co
wskazuje, ze zakiszanie jest procesem stymulowanym przez mikroorganizmy,
a synergiczne dzialanie réznych drobnoustrojéw jest kluczem do poprawy jakosci
fermentacji (Ni 1 in., 2018). Liczebno$ci drozdzy i Clostridium spp. w kiszonkach
towarzyszyly niewielkie, mieszczace si¢ w normach poziomy etanolu i kwasu
mastowego, co moglo by¢ wynikiem obecnosci tych mikroorganizmow,
wykorzystujacych spadek aktywnosci bakterii kwasu mlekowego pod koniec fermentacji
(McEniry i in., 2008). Metagenomike przeprowadzono na poziomie rodzaju, co jest
bardziej miarodajne w ocenie réznorodno$ci i1 struktury zbiorowiska bakteryjnego
w stosunku do poziomu gromady, ale nadal zbyt niewystarczajagce do wyjasnienia
wszystkich zaleznosci 1 identyfikacji bakterii na poziomie szczepu lub nawet gatunku, co
lepiej thumaczytoby uzyskane wyniki wzgledem wspotzakiszania lucerny z zasobna

naturalnie w taniny komonicg zwyczajng (Kraut-Cohen i in., 2016).

7.2. Zadanie badawcze 11
7.2.1. Charakterystyka chemiczna zielonek i kiszonek

Zawartos¢ BO zielonki z lucerny w badaniach wtasnych byta zbiezna z wynikami
prezentowanymi przez Tyrolova, Vyborna (2008), gdzie §rednio w fazie od poczatku do
momentu petnego pakowania lucerny wykazano 219,6 — 203,1 g BO-kg™ SM. Zgodnie
z zaleceniami Undersander i in. (2004) zbior lucerny powinien odby¢ si¢ przy mozliwie
najwyzszym plonie o wysokiej jakosci, ktory przypada wiasnie na fazg od poczatku do
zakonczenia pakowania wilgcznie. Taki tez termin zbioru ro$liny zastosowano

w przeprowadzonym doswiadczeniu. Lucerna zebrana w tej samej fazie dojrzatosci
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w badaniach Hartinger i in. (2019) w wariancie o zblizonej zawarto$¢ SM (339
g'kg’t FM) charakteryzowata sie podobnymi wartoéciami BO (213 g-kg™t SM), NDF (421
g'kg? SM) i ADF (336 g'kg™ SM), jednak ADL (95 g'kg' SM) byt o0 39,37 gkg' SM
wyzszy w stosunku do wynikow wiasnych. Sousa, Hansen, Hallina, Nussio, Nadeau
(2020) przeanalizowali wybrane skladniki odzywcze w roéznych odmianach lucerny
w ciggu dwoch lat uzytkowania plantacji, a zbior byt prowadzony w fazie od pgkowania
do wczesnego kwitnienia. W poréwnaniu do wynikéw wiasnych zielonki z lucerny
w I roku doswiadczenia zespotu badawczego Sousa i in. (2020) $rednio uzyskiwaty
zblizong ilo$é BO (205 — 213 g-kgt SM) i NDF (387 — 422 g'kg SM). Wyzsze wartosci
Autorzy (Sousa i in., 2020) zgtosili w II roku uzytkowania plantacji lucerny, zaréwno
zawarto$¢ BO, jak 1 NDF byly korzystniejsze wzgledem wynikéw wiasnych 1 wynosily
odpowiednio 208 — 224 g oraz 364 — 376 g'kg' SM. Dysproporcje w zawartosci
poszczeg6lnych frakcji weglowodanow strukturalnych w zielonce z lucerny w badaniach
wlasnych wzgledem cytowanych wynikow mozna wytlumaczy¢ stopniem lignifikacji
$cian komorkowych, ktory zalezy od wielu czynnikow, gltownie od fazy wegetacji
i warunkow klimatycznych (Ziebell i in., 2010). W badaniach wilasnych uzyskano
korzystng warto$¢ wskaznika L/NDF (0,14), ktory docelowo w lucernie o wysokiej
jakosci pokarmowej powinien wynosi¢ od 0,11 do 0,20 wedlug Grant (2013).

Zielonka w badaniach wtasnych uzyskata wyzsza koncentracje WSC (68,37 g'kg™
SM) i niZsza pojemno$¢ buforowa (58,42 g kwasu mlekowego-kg™ SM) w stosunku do
$rednich zgloszonych przez Weissbach, Auerbach (2013), ktére wynosity 60 g-kg™ SM
i 80 g kwasu mlekowego-kg™ SM, odpowiednio. Konsekwentnie wskaznik WSC/BC
w badaniach wlasnych przyjat wartosci wyzsze (1,17) wzgledem $rednich podanych
przez Weissbach, Auerbach (2013) (0,80). Sousa i in. (2020) stwierdzili znacznie nizsze
udziaty WSC (30,70 — 41,10 g-kg* SM w | roku, 42,40 — 47,70 g'kg SM w 11 roku
zbioru), podobnie jak Tyrolova, Vyborna (2008) (37,40 g-kg SM w fazie poczatku
pakowania i 45,30 g-kg? SM w fazie pakowania) dla zielonki z lucerny. Koncentracja
WSC w lucernie zwykle okreslana jest na niskim poziomie jako cecha gatunkowa rosliny
(Morin i in.,, 2011). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé
0 wystarczajacej ilosci substratu weglowodanowego do prawidlowego przebiegu
fermentacji (Weissbach, Auerbach, 2013). Ponadto zielonka w badaniach wlasnych
uzyskata wartos¢ wspotczynnika FC powyzej zalecanego poziomu (>35) dla

zadowalajacego przebiegu fermentacji (Chen i in., 2014).
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Luska bobiku jest jednym z produktéw ubocznych powstajacych podczas przerobu
nasion bobiku, czy tez jego uszlachetniania. Krenz, Grebenteuch, Zocher, Rohn, Pleissner
(2023) dokonali szerokiego przegladu literatury na temat skladu chemicznego
1 przydatnos$ci paszowej tuski bobiku, ktorej glowng frakcja w sktadzie chemicznym sa
weglowodany, w tym wiokno pokarmowe stanowiace $rednio 781 g-kgt SM. Wyniki
wlasne dla tuski bobiku byly zbiezne ze srednimi warto$ciami cytowanymi przez Krenz
i in. (2023) dla BO (81,50 g'kg™ SM ), TS (6,80 g’kg* SM) i WS (457,5 g-kg? SM).
W badaniach wlasnych uzyskano znacznie wyzsza zawarto$é PS (51,93 g'kg? SM)
wzgledem $rednich warto$ci podanych (31,80 g-kg™t SM), jednak byta to warto$é zblizona
do maksymalnych wynikéw zamieszczonych w pracy Krenz i in. (2023) (55 g'kg™ SM).
Frakcje weglowodandow wildknistych tuski bobiku w wigkszos$ci sktadaty si¢ z celulozy
oraz w mniejszym stopniu z hemicelulozy i ligniny, a zawartos¢ frakcji NDF, ADF i ADL
w badaniach Minakowski, Skorko-Sajko, Falkowska (1996) byta nastgpujaca 542,7 g,
530,4 g i 2,79 g'kg™ SM. Wyniki wiasne potwierdzity udziat NDF i ADF, natomiast
stwierdzona ilos¢ ADL byta znacznie wyzsza w porownaniu do wynikow uzyskanych
przez Minakowski i in. (1996). Wtasny wynik dla ADL w tusce bobiku byt zbiezny ze
$rednig podana przez Krenz i in. (2023), ktora wynosita 64,0 g-kg SM.

Zawartos¢ tanin w tusce bobiku w badaniach wlasnych mozna uzna¢ za wysoka
wzgledem danych zgloszonych przez Ivarsson, Grudén, Sodergren, Hultberg (2021),
ktorzy odnotowali warto$é 18,90 g-kg™t SM dla odmiany bobiku o kolorowych kwiatach.
Jansman, Verstegen, Huisman, van den Berg (1995) stwierdzili 3,50 g tanin-kg™ SM tuski
bobiku odmiany wysokotaninowe;j. Jeszcze wczesniejsza praca zespotu van der Poel i in.
(1991) donosi, ze zawartos¢ tanin w tusce bobiku moze wahac si¢ od 58 g, az do 76 g-kg
1SM, co nalezatoby uznaé za wyniki bardzo wysokie, co najmniej dwukrotnie wyzsze od
wynikow wiasnych. Koncentracja tanin w tusce bobiku uwarunkowana jest wieloma
czynnikami, ale do najwazniejszych nalezy odmiana, z ktérej pozyskano produkt
uboczny, a nastepnie nalezy zwrdci¢ uwage na metode analityczng wykorzystang do
oznaczenia poziomu tanin. Pomimo to, bardzo waznym aspektem jest technologia
pozyskiwania tuski, jako$¢ procesu obluszczania, ktory bedzie w duzej mierze
warunkowat caty sktad chemiczny odzyskanej tuski bobiku, w tym gléwnie wplynie na
koncentracje BO, tanin 1 mozliwie wyzsze warto$ci PS, wsrdd ktorych moga znalez¢ si¢
drobne nieorganiczne zanieczyszczenia (Carmo i in., 2020; Krenz i in., 2023; Neacsu
I in., 2017; Singh i in.,, 2017). Wsréd polskich odmian krajowych powszechnie

dostgpnych 1 uprawianych wybrana do przeprowadzenia doswiadczenia odmiana Bobas,
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jako Zrodto tuski jest zaliczana do odmian wysokotaninowych (Przywitowski, Mikulski,
Zdunczyk, Rogiewicz, Jankowski, 2016; Swiqtkiewicz, Ksiezak, Hanczakowska, 2018).

Uzyskane parametry chemiczne kiszonki bez zastosowania dodatkéw wynikaty
z dobrej jakosci surowca przed zakiszeniem (Borreani i in., 2018; Kung i in., 2018).
Wyzsza zawartos¢ TS we wszystkich sporzadzonych kiszonkach do$wiadczalnych
w stosunku do zawarto$ci w zielonce 1 lusce bobiku mogta wynika¢ z udziatu w tej frakcji
produktow procesu fermentacji (McDonald i in., 1991). Grupa kontrolna w badaniach
wlasnych charakteryzowatla si¢ wartosciami BO, NDF 1 ADF porownywalnymi do
wynikow zgloszonych w literaturze. Zesp6t Lin i in. (2023) dla dwoch kiszonek sposrod
badanych odmian lucerny uzyskat zbiezne wyniki, mianowicie byto to 185,3 g BO, 387,5
g NDF i 305,3 g ADF, a takze 204,2 g BO, 374,2 g NDF i 281,3 g ADF w 1 kg SM.
W badaniach przeprowadzonych przez Ke i in. (2018) kiszonka z lucerny
charakteryzowata si¢ nieco wyzszymi wartosci BO, NDF i ADF (215 g, 409 g,
312 g-kg™ SM, odpowiednio), a wartosci te zostaly potwierdzone w pozniejszej pracy
zespotu Ke i in. (2022) (217 g BO, 403 g NDF, 273 g ADF w 1 kg SM).

Wzrost zawartos¢ SM w sporzadzonych kiszonkach wraz ze wzrostem udzialu
zaré6wno tuski bobiku, jak i stomy pszennej byl charakterystyczny dla zastosowania
absorbentow (Kung i in., 2018; Muck i in., 2018). Wykorzystanie wysokowloknistych
materialéw roslinnych, takich jak tuska bobiku lub tez sloma pszenna, pomimo duzej
chlonnos$ci, istotnie obniza jako$¢ paszowa kiszonek, co rdéwniez stwierdzono
w badaniach wtasnych (Yin, Wu, Tian, Wang, Zhang, 2021). Cechg charakterystyczna
zastosowania wysokowlOknistych materiatdbw bylo pogorszenia jakosci skladu
weglowodanoéw strukturalnych, zmniejszenie ilosci tatwostrawnej hemicelulozy, a wzrost
udziatu celulozy i ligniny, przy jednoczesnym obnizeniu koncentracji BO, co bylo
adekwatne z warto§ciami stwierdzonymi dla sporzadzonych kiszonek wtasnych (Chen,
Sharma-Shivappa, Chen, 2007; Larsen, Hjort-Gregersen, Heidarzadeh-Vazifehkhoran,
Triolo, 2017). Stoma pszenna zwykle sktada si¢ w 86% do nawet 95% z SM,
a dominujagcymi zwigzkami organicznymi sg lignocelulozy, zbudowane glownie
z celulozy 1 w mniejszym stopniu z hemiceluloz. Sktad stomy pszennej jest bardzo dobrze
znany w literaturze i zwykle nie podlega on zbyt znacznym zmianom. W sktadzie
chemicznym 1 kg SM slomy pszennej odnotowuje si¢ zwykle okoto 36,0 — 46,3 g BO,
4,99 TS, nawet do 769,3 g NDF i 485,2 g ADF (Khan, Mubeen, 2012; Larsen i in., 2017;
Ni, Wang, Pang, Cai, 2014). Podobnie tuska bobiku sktada si¢ gtownie z frakcji

wysokowtoknistych, ktore w wiekszosci stanowi celuloza. W stosunku do stomy
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pszennej, tuska bobiku charakteryzuje si¢ zwykle prawie dwukrotnie wyzsza zawartoscig
BO, $rednio jest to 80 g'kgl SM (Krenz i in., 2023). W wynikach wiasnych
zaobserwowano, ze przy tych samych poziomach dodatku absorbujgcego, kiszonki
zawierajace tuske bobiku uzyskiwaty wyzsze wartosci BO.

Zawarto$¢ WSC w stomie pszennej, jak i w tusce bobiku, jest zwykle bardzo niska,
co moze prowadzi¢ do ograniczonej fermentacji i wzrostu pH podczas zakiszania (Krenz
i in., 2023; Larsen i in., 2017). Poczatkowa wartos¢ WSC zielonki z lucerny miescita si¢
w zakresie 60 — 70 gkg? SM, uznawanym za niezbedny do osiagniecia dobrego
I stabilnego przebiegu fermentacji (Zheng i in., 2018). Nie wykazano wplywu rodzaju
i dawki dodatku na zawarto§¢ WSC pozostalego w kiszonkach, wszystkie kiszonki
charakteryzowata niska 1 wyrownana zawartos¢ WSC resztkowego, poréwnywalna
z wynikami Ke i in. (2018) (8,58 g-kg> SM). Tao i in. (2019) oraz Lin i in. (2023) zgtosili
srednio dwukrotnie wyzsze ilosci WSC w kiszonce z lucerny.

Typowa warto$¢ pH kiszonki z roslin bobowatych waha si¢ w przedziale 4,30 —
5,00 (Kung i in., 2018). W badaniu wtasnym warto$ci pH kiszonek uplasowaly sig
w granicach wartosci 4,83 — 5,15. Rdoznice w kwasowosci kiszonek w porownaniu
z danymi literaturowymi mogg wynikac z heterogenicznego sktadu chemicznego réznych
wariantow kiszonek, a takze zmienno$ci w spotecznosci drobnoustrojow zasiedlajacych
lucerng, jak i zastosowanych dodatkéw Tremblay, Belanger, McRae, Michaud (2001).
Wedhug Kung i in. (2018) wysokie wartosci pH (>5,00) towarzysza zawartosci SM
oscylujacej na poziomie 30%, a wraz ze wzrostem SM do 35% obniza si¢, powyzej 40%
do 45% SM natomiast pH kiszonek ponownie wzrasta.

Wedhug Kung i in. (2018) kiszonka z roslin motylkowatych powinna zawiera¢ od
20 do 80 gkg! SM kwasu mlekowego, zaleznie od zawartosci SM. W badaniach
wlasnych koncentracje kwasu mlekowego nalezy uzna¢ za niska i bardzo niska, gdyz
stwierdzone wartosci miescity sie¢ w zakresie od 17,31 g do maksymalnie 36,16 g-kg™
SM. Zbieznie niskie zawartoSci kwasu mlekowego zgtosili takze Lin i in. (2023) dla
wybranych odmian zakiszonej lucerny (19,34 — 42,27 g-kg* SM), przy pH 4,49 — 5,36.
Jedna z badanych odmian uzyskata znacznie wyzsza zawarto$¢ kwasu mlekowego (54,02
g'kgt SM) przy pH wynoszacym 4,59 (Lin i in., 2023). Podobnie Wang i in. (2019)
rowniez odnotowali bardzo niska zawarto$é¢ kwasu mlekowego (14,40 gkg™ SM) i pH
powyzej 5,00 (5,12) w kiszonce z lucerny. Powodem niskiej zawarto$ci koncowej kwasu
mlekowego w kiszonkach, przede wszystkim z najwyzsza dawka tuski bobiku i stomy

pszennej mogta by¢ ograniczona ilos¢ WSC 1 wzrastajace cisnienie osmotyczne
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wynikajace ze wzrostu zawartosci SM (Muck, Moser, Pitt, 2003). Niskie koncowe
warto$ci kwasu mlekowego mozna by rowniez thumaczy¢ mozliwoscig konwersji kwasu
mlekowego do innych produktow fermentacji, jak na przyktad kwas octowy, kwas
mastowy, 1,2-propanodiol czy etanol, co jest wynikiem dzialalnosci réznych grup
mikroorganizmow (Elferink i in., 2001).

Koncentracje kwasu octowego nalezy uzna¢ za niskg w poréwnaniu do typowych
ilosci w kiszonkach roélin bobowatych (5 — 30 g-kg™® SM) (Kung i in., 2018). Wyniki
wlasne potwierdzaja, ze podobnie jak w przypadku kwasu mlekowego, koncentracja
kwasu octowego byta zwykle odwrotnie proporcjonalna do zawartosci SM,
w szczegolnosci znalazto to potwierdzenie dla Kiszonek z 24,0% tuski bobiku oraz 24,0%
stomy pszennej (Kung i in., 2018; McDonald i in., 1991). Lin i in. (2023) pomimo niskich
zawarto$ci kwasu mlekowego odnotowali znacznie wyzsze w stosunku do wynikow
wiasnych iloéci kwasu octowego (15,13 — 33,46 g-kg™t SM). Natomiast Wang i in. (2019)
przy nizszej koncentracji kwasu mlekowego w stosunku do badan wtasnych, zglosili
zblizone wartoéci dla kwasu octowego w kiszonce z lucerny (6,40 g-kg™* SM).

Dobrej jakosci kiszonki, charakteryzujace si¢ poprawnym przebieg procesu
fermentacji maja zwykle stosunek kwasu mlekowego do octowego na poziomie 2,50 —
3,00 (Kung i in., 2018). W badaniach wilasnych uzyskano nieco wyzszy przedziat
warto$ci omawianego wskaznika (4,14 — 7,16), co zostato potwierdzone dla kiszonek
z roslin bobowatych (Muck, Kung, 1997). Stosunek kwasu mlekowego do octowego
w kiszonce powyzej 3,00 wskazuje na fermentacje homolaktyczng, a wynik nizszy niz
3,00 to fermentacja heterolaktyczna (Zhang, Xin, Hua, 2010). Wszystkie kiszonki wtasne
uzyskaly wartosci powyzej 3,00, co wskazywato na fermentacj¢ homolaktyczna.

Wigkszos¢ kiszonek zwykle zawiera bardzo niskie ilo$ci kwasu propionowego
(<2 do 3 gkg! SM), jedynie bardzo wysoka zawarto$¢ wody powoduje wzrost jego
udziatu (< 25% SM) (Kung i in., 2000). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze w kiszonkach
o optymalnej zawarto$ci SM (35 — 35%) kwas propionowy moze by¢ stabo wykrywalny
(<1 g'’kgt SM) (Kung i in., 2018). Dla kiszonek dobrej jako$ci podobnie niskie wartosci
(<5 g'kgt SM) powinien przyjmowa¢ kwas mastowy zgodnie z doniesieniami Kung i in.
(2018). Stabo wykrywalna ilo$¢ tego kwasu w badaniach wtasnych (<0,60 g-kg™* SM)
wskazuje na wysokg jakos¢ i1 brak strat SM (Pahlow i in., 2003), a przede wszystkim
potwierdza, ze w trakcie zakiszania lucerny nie wystgpita wtérna fermentacja

(Weissbach, Honig, 1992). Nalezy sugerowac si¢, ze gtbwnym czynnikiem inhibitujagcym
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dziatalnos¢ Clostridium spp. i ograniczajacym mozliwo$¢ wystgpienia wtornej
fermentacji byt wzrost SM w wyniku zastosowania dodatkéw (Pahlow i in., 2003).

Stwierdzona bardzo niska ilo$¢ etanolu byta charakterystyczna dla kiszonek
wysokiej jako$ci, gdzie maksymalnie udziat etanolu wynosi do 5,00 g-kg? SM (Kung
I in., 2018). Powszechnie niska koncentracja alkoholu jest wskaznikiem ograniczonego
metabolizmu drozdzy i1 bardzo niskiej podatnosci na psucie si¢, gdy kiszonka narazona
zostanie na ekspozycj¢ tlenowa (Kung i in., 2000; McDonald i in., 1991).

Poziom N-NH3z odzwierciedla stopien degradacji BO kiszonki, w ktorym
posredniczg gltéwnie proteazy roslinne i mikrobiologiczne (Fijatkowska i in., 2015).
Kiszonki dobrej jakosci powinny zawiera¢ mniej niz 100 g N-NHsz kg™ Nogotny (Yuan, Yu,
Shimojo, Shao, 2012). W niniejszym badaniu zadna z kiszonek nie przekroczyta
podanego poziomu. Jednak w kiszonkach z 12,0% stomy pszennej uzyskany wynik
wskazywat, ze utrata BO byla bardziej znaczaca niz gdy zastosowano 12,0% tuski
bobiku. Podobne rdznice, lecz nie potwierdzone statystycznie odnotowano dla wariantu
z 18,0% tuski bobiku i stomy pszennej. W tym przypadku mozna byto zasugerowac, ze
taniny zawarte w tusce bobiku ograniczyty rozktad BO i produkcje N-NHs podczas
fermentacji, co byto zgodne z badaniami Cavallarin i in. (2007) oraz Ke i in. (2022).

Podsumowujac wyniki podstawowego skladu chemicznego mozna stwierdzi¢, ze
dodatek tuski bobiku jako zrodia tanin spowodowal obnizenie wartosci pokarmowej
kiszonek, podobnie bylo w przypadku stomy pszennej. Nastapilo istotne obnizenie
zawartosci BO 1 zmiany w sktadzie frakcji weglowodanow strukturalnych. Na podstawie
przeanalizowanych parametréw chemicznych i profilu fermentacji opisujacego kiszonki,
stwierdzono ograniczong fermentacj¢ z niska produkcja kwasow, przy jednoczes$nie
niskiej resztkowej zawartos¢ WSC (Huhtanen i in., 2003). Uzyskane wyniki wskazuja na
silniejszy wptyw tuski bobiku jako dodatku absorbujacego niz jako zZrédta tanin, ktore
moglo istotnie wptyng¢ jedynie na obnizenie koncentracji N-NH3z. Wszystkie kiszonki
osiggnety wyniki akceptowalne, ale przede wszystkim nie stwierdzono wtdrnej
fermentacji, ktéra znacznie moglaby obnizy¢ ich jakos$¢. Kiszonki o wyzszej zawarto$ci
SM maja tendencje do wyzszej porowatosci, co przyczynia si¢ do nizszej ilosci produkcji
kwasow organicznej, w tym glownie kwasu mlekowego, ale rowniez kwasu octowego
(Muck, Kung, 1997), co znalazto potwierdzenie w przeprowadzonym do$wiadczeniu.
Sporzadzone kiszonki charakteryzowaty si¢ prawie niewykrywalng iloscia kwasu

propionowego i mastowego, co moglo by¢ spowodowane ograniczeniem liczebnos$ci
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i aktywnosci zarodnikow Clostridium spp. w wyniku wzrostu cisnienia osmotycznego na

skutek dodatku absorbujgcego (Zheng i in., 2018).

7.2.2. Zwiazki azotowe zielonek i kiszonek

Glownym sktadnikiem BO zielonki z lucerny w badaniach witasnych przed
zakiszeniem byta frakcja TP, ktorej stwierdzony udzial miescit si¢ w nizszych
warto$ciach przedzialu podanego przez Fijatkowska 1 in. (2015) (64,20 — 82,90% BO).
Zblizone wyniki dla przewiednigtej lucerny zglosili takze Li i in. (2018a), gdzie TP
stanowito 71,70% BO. Wartosci TP uzyskane w badaniach wlasnych sugeruja, ze czes¢
najwarto$ciowszej frakcji BO lucerny ulegto degradacji w trakcie wigdnigcia (Coblentz
I in., 2008). Zawartosci TP dla lucerny przewiednigtej zwykle sg nizsze w stosunku do
swiezo $cietej rosliny, gdyz powszechnie przyjmuje si¢, ze dynamiczne przemiany
proteolityczne maja miejsce juz przy pierwszym uszkodzeniu komodrek roslinnych
(Coblentz, Grabber, 2013; Guo i in., 2008).

Ocena jakosci BO wedhug Systemu CNCPS v 6.5 wykazata ze najmniejszg czgsé
BO zielonki z lucerny stanowita frakcja PA1 zawierajaca wylacznie N-NHas. Ta czgsé
Nogolnego W $Wiezej roslinie zwykle przyjmuje wartosci < 1% BO (McDonald i in., 1991).
Posréd rozpuszczalnych frakcji BO w zielonce analizowano takze udzial PA2
zawierajacej pozostate zwiagzki frakcji NPN (Purwin i in., 2014b; Purwin i in., 2015),
ktory wynika z zawartosci TP i SCP (Higgs i in., 2015). Uzyskane wyniki w badaniach
wlasnych dla najwazniejszej frakcji BO, do ktorej nalezy PB1, mozna uzna¢ za poprawne
wzgledem rezultatéw zgloszonych przez Grabber (2009), gdzie frakcja ta stanowita
52,30% BO dla zielonki z lucerny i 57,10% BO dla zielonki z koniczyny czerwone;j.
Jednak podobnie jak w badan wilasnych byla to dominujaca czes¢ BO w materiale
zielonym. Nizsze wartosci dla frakcji PB1 zaobserwowali Thers i in. (2021), od 40,60%
do 48,60% BO, odpowiednio dla koniczyny czerwonej i lucerny. Markovi¢ i in. (2022)
przeanalizowali sktad frakcji BO lucerny uwzgledniajac okres wzrostu, rdznice migdzy
odmianami, faz¢ dojrzatosci 1 kolejny pokos. Wyniki frakcji PB1 dla lucerny zebranej
w kolejnych czterech pokosach byty nastepujace: 55,00%, 45,80%, 50,80%, 59,10% BO.

Zawartos$¢ frakcji PB2 w zielonce z lucerny w badaniach wiasnych byta zblizona
do doniesien Grabber (2009) (6,80% BO). Natomiast Thers i in. (2021) odnotowat
zawarto$¢ PB2 w przedziale od 4,70% BO dla zielonki z lucerny do 17,90% BO dla
zielonki z zycicy trwatej. Podobne wartosci dla lucerny przedstawili Markovic i in. (2022)

w kolejnych pokosach 4,82%, 4,93%, 6,49% i 1,72% BO. Na zawarto$¢ frakcji PB2
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wplywa udzial BO nalezacego do NDICP oraz ADICP (Higgs i in., 2015). NDICP jest
warto$ciowa czescig BO, w skladzie ktorej przewaza biatko zwigzane z macierzg §ciany
komorkowej rosliny (Coblentz i in., 2008). Poziom NDICP analizowany w zielonce
doswiadczalnej byt wyzszy wzgledem wynikow przedstawionych przez Grabber (2009)
(9,60% BO). Wczesniejsze badania przeprowadzone przez zespot Coblentz i in. (2008)
zaprezentowaly warto$§ci NDICP dla réznych okreséw zbioru i dni odrostu lucerny
w zakresie od 12,20% do 14,80% BO w I roku, od 9,00% do nawet 18,70% BO w Il roku
trwania eksperymentu. Wyniki te byly spojne z wczesniejszymi badaniami Coblentz,
Fritz, Fick, Cochran, Shirley (1998), a takze Coblentz i in. (1999). Trudno bylo
jednoznacznie wyjasni¢ dysproporcje w udziale NDICP, poniewaz wykazano, ze
koncentracja tej frakcji w lucernie nie zalezy od stosunku lisci do todyg. Udziat NDICP
jest iloczynem dwoch dynamicznie zmieniajacych si¢ wartosci, tj. zawarto§¢ TP
w nierozpuszczalnej pozostatosci NDF oraz udziat NDF (Coblentz i in., 2008).

Udziat ADICP wplywa posrednio na ilo$¢ frakcji PB2, a bezposrednio warunkuje
zawarto$¢ frakcji PC, czyli frakcji bialka niedostgpnego w przewodzie pokarmowym
(Higgs i in., 2015; Van Amburgh i in., 2015). W sktadzie ADICP mozna znalez¢ przede
wszystkim polimery o witasciwosciach fizycznych zblizonych do ligniny, dlatego tez
biodostepnos¢ tej frakcji BO jest w zasadzie bardzo mocno ograniczona (Licitra i in.,
1996). W $wiezej roslinie zawarto$¢ frakcji PC powinna by¢ najnizsza obok frakcji PA1,
czego nie uzyskano w badaniach wtasnych (Thers i in., 2021). Jednak wyzsze udzialy tej
frakcji zostaty wczesniej w literaturze odnotowane przez Guo i in. (2008) (10,30% BO),
a takze Li i in. (2018a) (13,40% BO). Znacznie nizsze wartosci wzgledem wynikow
wilasnych uzyskat Grabber (2009) dla lucerny (2,80% BO) oraz koniczyny czerwonej
(2,90% BO). Zgodnie z Purwin i in. (2014b) proces wigdnigcia nie powinien wptywac
istotnie na zmiany w sktadzie frakcji NDICP, a takze ADICP.

W sktadzie BO kiszonek z dodatkiem od 1,2% do 12,0% tuski bobiku lub stomy
pszennej wilgcznie, TP nie przekraczato 42,01% BO, a najnizsze wartosci (33,83% BO)
byly tozsame z wynikami badan Grabber, Coblentz (2009) (31,90% BO). Nizsza
koncentracj¢ TP w lucernie po 35 dniach fermentacji zglosili Guo i in. (2008) (31,60%
BO). Poréwnywalne do $rednich wynikow wlasnych wartosci TP zaprezentowali Yuan
I in. (2017) dla kiszonki z lucerny bez dodatkow (40,10% BO). Po 120 dniach zakiszania
lucerny Hartinger i in. (2019) zgtosili znacznie nizszg koncentracja TP (18,80 — 25,60%

BO) w stosunku do badan wlasnych, ale rowniez rezultatéw zespotu Dong i in. (2019)
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(46,10% BO), co byto bardziej zblizone do wartos$ci wiasnych dla grup z 18,0% i 24,0%
dodatkiem tuski bobiku lub stomy pszenne;.

Potwierdzone statystycznie najwyzsze zawartosci TP stwierdzono w kiszonkach
wilasnych z 18,0% i 24,0% tuski bobiku oraz 18,0% stomy pszennej w stosunku do grupy
kontrolnej. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze wplyw na ograniczenie
degradacji TP miat rodzaj, jak i dawka dodatku, ktoéra byta najskuteczniejsza w iloSci
18,0% i 24,0%.W literaturze Ke i in. (2022), a takze wczesniej Cavallarin i in. (2007)
wykazali pozytywny wplyw tanin na ograniczenie proteolizy w zakiszaniu lucerny, co
potwierdzono takze w przeprowadzonych badaniach wiasnych w oparciu o wplyw
rodzaju i dawki zastosowanego dodatku wzglgdem podstawowego wskaznika proteolizy,
czyli ilosci TP. W badaniach Ke i in. (2022) samodzielnie zakiszona lucerna uzyskata TP
na poziomie 26,90% BO, co bylo niska wartoscig wzgledem kiszonek z lucerny
traktowanych taninami w cytowanej pracy (48,60 — 49,60% BO). Wyniki dla lucerny
zakiszonej z dodatkiem tanin w badaniach Ke i in. (2022) byly porownywalne z wynikami
wilasnymi dla grup z najwyzszymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej (18,0%
i 24,0%). Przyczyna uzyskanych wynikow rzeczywistych mogto by¢ szybkie hamowanie
proteaz pochodzenia roslinnego, ktorych aktywno$¢ zalezala od wystarczajacej
dostepnosci wody (Hoedtke i in., 2010), jak i obecnosci tanin zawartych w tusce bobiku
(Keiin., 2022). Owens i in. (1999) zaobserwowali w przeprowadzonym eksperymencie,
ze wzrost SM ograniczat aktywnos$¢ roslinnych proteaz i odnotowane zawartosci NPN
byly nizsze. Nalezy jednak wziag¢ pod uwage, ze pomimo zgltoszonych rezultatow
w aspekcie zmniejszenia aktywnos$ci proteaz pochodzenia ro§linnego przez wiednigcie
o wysokiej intensywnosci, to jest to kwestia dyskusyjna. Nie ma obecnie pewnosci, zZe
enzymy ro$linne w przeprowadzonych wcze$niej badaniach zostaty catkowicie
zdezaktywowane, poniewaz utrata wody w lucernie byla ograniczona, jedynie do
momentu uzyskania SM na poziomie 35%. Zatem proteazy pochodzenia roslinnego
mogly nadal warunkowac przebieg proteolizy skutkujac znaczng konwersja TP do NPN
pomimo podwyzszenia SM lucerny. Badania Hartinger i in. (2019) potwierdzaja wptyw
wzrostu SM lucerny na zmniejszenie proporcji NPN, co potwierdzili wczesniej juz
Edmunds i in. (2014), a mozna to wytlumaczy¢ bylo nizszg aktywnoscig wody, ktora
w konsekwencji ograniczata takze metabolizm drobnoustrojow (McDonald i in., 1991).

Analizowana w sporzadzonych kiszonkach frakcja PA1 miescila si¢ w zakresie
podanym przez Kung i in. (2018) dla kiszonek dobrej jakosci z roslin bobowatych.

W badaniach wiasnych wzrastajacy udziat tuski bobiku jako zrodia tanin nie wplynat
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jednoznacznie na ograniczenie deaminacji, co byto odmienne wobec danych Cavallarin
I in. (2007) oraz Ke 1 in. (2022). Przemiany proteolityczne jakie zaszly
w przeprowadzonym badaniu skutkowaty przeksztatceniem wigkszosci sktadnikow do
form o wyzszej rozpuszczalnosci, co byto zasadne dla lucerny i zostalo potwierdzone
w badaniach wczeséniejszych (Grabber, Coblentz, 2009; Guo i in., 2008). W badaniach
wlasnych wraz ze wzrostem udziatu tuski bobiku w zakiszanej lucernie udziat frakcji PA2
w BO ulegal zmniejszeniu, co bylo oczekiwanym efektem. Jednak Li i in. (2018a)
w lucernie zakiszonej bez dodatkéw uzyskali nizsze ilosci frakcji PA2 (43,40% BO).

Udziat frakcji PB1 o wysokiej biodostgpnosci dla wariantéw o najnizszych
udziatach tuski bobiku lub stomy pszennej (1,2 — 3,6%) byt zblizony do wartosci
zgloszonej przez Li i in. (2018a) (27,00% BO). W kiszonkach do$wiadczalnych
z wyzszym udziatem dodatkow stwierdzono wyzsze zawartos$ci frakcji PB1, ktore byty
poréwnywalne do wynikow badan Chrenkova i in. (2012) (32,10% BO). Natomiast
warto$ci nizsze uzyskali Guo i in. (2008) (14,60% BO), Grabber, Coblentz (2009)
(19,80% BO), a takze Hartinger i in. (2019) (13,90 — 20,60% BO).

Kiszonka z lucerny wsrdéd pastewnych roslin bobowatych charakteryzuje si¢
zwykle najnizszym udzialem frakcji PB2 (Grabber, Coblentz, 2009; Hymes-Fecht i in.,
2013), co prezentujg rowniez wyniki wlasne przeprowadzonego doswiadczenia. Li i in.
(2018a) w kiszonce z lucerny zgtosili $rednio prawie dwukrotnie wyzsze zawartosci tejze
frakcji (7,52% BO) w poroéwnaniu do wynikow wiasnych (0,81 — 5,69% BO). Podobnie
niskie wartosci frakcji PB2 zostaly zgloszone przez Guo i in. (2008) (3,26% BO). Inne
zespoty badawcze uzyskaty zblizone udziaty PB2 w kiszonkach z lucerny, jak 3,40% BO
(Grabber, Coblentz, 2009), 1,33% BO (Hymes-Fecht i in., 2013), natomiast Hartinger
I in. (2019) odnotowali wartosci w zakresie od 0,00% do 0,20% BO dla omawianej
frakcji. Kwantyfikacja BO frakcji PB2 jest istotna ze wzgledu na jego ograniczong
degradacje w zwaczu (1 — 18%-h™) i wysoka biodostepnoéé by-pass (Higgs i in., 2015;
Van Amburgh i in., 2015). Podwyzszona koncentracja PB2 moze by¢ wynikiem czynnika
termicznego, ktory przyczynia si¢ do czesciowej degradacji bialek nalezacych do frakcji
(Licitra i in., 1996). Jednak wzrost temperatury podczas fermentacji wystepuje w trakcie
zakiszania w warunkach gospodarczych, tj. w duzych silosach i balotach,
a w mikrosilosach zakiszana masa szybko oddaje ciepto do otoczenia, thtumaczy¢ to moze
niskie warto$ci uzyskane w badaniach wtasnych (Purwin, 2007).

Frakcja PC nie jest rozkladana zaréwno przez drobnoustroje zwacza, jak i enzymy

wydzielane w przewodzie pokarmowym, nie ma wigc warto$ci paszowej (Das i in., 2015).
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W kiszonkach z 18,% i 24,0% tuski bobiku lub stomy pszennej stwierdzono istotny
wzrost udziatu tej frakcji w stosunku do zielonki, jak i kiszonki kontrolnej. Wzrost
udziatu frakcji PC po zakiszeniu rosliny wzgledem $wiezej zielonki jest generalnie
obserwowany ze wzgledu na akumulacj¢ ciepta wytworzonego podczas procesu
fermentacji (Guo i in., 2008). Frakcja PC sklada si¢ przede wszystkim z biatka
zwigzanego z ligning, a takze z produktow reakcji Maillarda, ktére powstaja w wyniku
wzrostu temperatury zakiszanej masy roslinnej lub sg wynikiem kondensacji cukrow
redukujgcych z aminokwasami (Coblentz i in., 2010). Jednocze$nie w sktadzie frakcji PC
stwierdza si¢ takze obecno$¢ trwatych komplekséw biatka z taninami, ktore powstaja
podczas procesu fermentacji (Licitra i in., 1996). Na podstawie uzyskanych wynikow
wlasnych mozna byto zasugerowac, ze wzrastajacy udziat tuski bobiku, a co za tym idzie
wzrost udziatu zawartych w niej tanin wptynal na wzrost frakcji PC, zatem potencjalnie
powstate kompleksy biatkowo-taninowe w sporzadzonych kiszonkach czg¢§ciowo mogty
by¢ kompleksami nieodwracalnymi, ktore obnizyty dostepnos¢ BO kiszonki z lucerny
(Salawu i in., 1999). Nizsze zawartosci PC w kiszonkach doswiadczalnych o nizszym
udziale tuski bobiku lub stomy pszennej wskazywaty na wyzsza potencjalng strawnos$¢
BO kiszonki z lucerny (Broderick, Walgenbach, Maignan, 2001). Srednio ponad
dwukrotnie nizsze od uzyskanych w badaniach wtasnych udziaty frakcji PC w kiszonce
z lucerny zgtosili Grabber, Coblentz (2009) (3,40% BO), a takze Hymes-Fecht i in. (2013)
(1,71% BO). Inne zespoty badawcze prezentowaly réznorodne wyniki dla wartosci
frakcji PC, wynoszace 6,50% BO (Hristov, Sandev, 1998), 10,50% BO (Schwab i in.,
2003) czy 12,30% BO (Guo i in., 2008). W swoich badaniach Hartinger i in. (2019)
podali, ze dla roznych systemow wigdnigcia kiszonka z lucerny uzyskata od 4,60% do
5,80% BO frakcji PC. Natomiast Coblentz, Grabber (2013) podali zakres frakcji PC
wynoszacy 0d 4,70% do 6,30% BO dla kiszonek z réznych roslin bobowatych. Jeszcze
wyzsze wartosci dla frakcji PC uzyskali Li i in. (2018a) dla kiszonki z lucerny (14,80%
BO) i koniczyny czerwonej (21,60% BO).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala, ze wplyw na ograniczenie
degradacji TP mial rodzaj i dawka dodatku, ktora byta najskuteczniejsza w ilosci 18,0%
I 24,0%. Na podstawie uzyskanych wartosci rzeczywistych i przeprowadzonej analizy
wariancji mozna bylo wnioskowa¢ o ograniczeniu zakresu przemian proteolitycznych
w zakiszaniu lucerny z dodatkiem tuski bobiku, jako donora tanin. Warianty
doswiadczalne przy tym poziomie absorbentu uzyskiwaty korzystniejszy sktad BO.

Podsumowujac najkorzystniejszy sktad frakcji BO stwierdzono dla Kiszonki lucerny
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z 24,0% tuski bobiku, gdyz w tym wariancie doswiadczalnym zaobserwowano
najmniejszy zakres proteolizy, czyli najnizszy udziat frakcji PA2 przy wysokiej iloSci
najbardziej wartosciowej frakcji PB1. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze
na sktad frakcji BO w sporzadzonych kiszonkach wplyw miat wigcej niz jeden czynnik,
czego dowodza istotne interakcji pomiedzy rodzajem absorbentu, a jego poziomem

zastosowania.

7.2.3. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro zielonek i kiszonek

Ocena rozkladalno$§¢ zwaczowej skladnikow pokarmowych jest uzytecznym
narzedziem do okre$lenia warto$ci pokarmowej pasz dla przezuwaczy, szczeg6lnie przy
obecnie wysokim potencjale produkcyjnym zwierzat 1 wzrastajacych potrzebach
pokarmowych (Pagella, Mayes, Pérez-Barberia, @rskov, 2017). Ponadto coraz wigkszego
znaczenia nabiera minimalizacja emisji sktadnikéw pokarmowych nieroztozonych w
przewodzie pokarmowych zwierzat do srodowiska (Huhtanen, Rinne, Nousiainen, 2007).

Dysproporcje w ilo$¢ i tempie rozktadu in vitro SM i BO kiszonek do§wiadczalnych
nalezato tlumaczy¢ zmiennym skladem weglowodanow strukturalnych. Skladniki
rozpuszczalne w komorkach sa prawie calkowicie rozktadalne w zwaczu, wigc ilos§¢
1 sktad §ciany komorkowej, czyli zawarto$¢ NDF decyduje o catkowitej strawnos$ci paszy
(Zhang, Yu, Yang, Na, 2015b). Tendencj¢ spadkowg rozktadu SM zaobserwowang wraz
ze wzrostem udziatu tuski bobiku lub stomy pszenne;j, ktore powodowaty réwnoczesnie
wzrost zawarto§¢ NDF w kiszonkach, co wynikato ze zroéznicowanego sktadu
weglowodanéw strukturalnych zielonki z lucerny oraz tuski bobiku i stomy pszenne;.
Zastosowana w badaniach wtasnych tuska bobiku miata w swoim sktadzie wigcej 0 187,2
g NDF, 253,3 g ADF i 12,91 g ADLkg* SM wzgledem zakiszanej zielonki. Natomiast
stoma pszenna $rednio w 1 kg SM uzyskuje jeszcze wyzszg zawartos¢ NDF (769,3 Q)
wzgledem tuski bobiku, w sktadzie ktorego znajduje si¢ $rednio 485,2 g ADF (Khan,
Mubeen, 2012; Larsen i in., 2017; Ni i in., 2014). Najmniejszy stopien degradacji SM in
vitro stwierdzono dla kiszonki z 18,0% i 24,0% stomy pszennej, gdzie wtasnie dla tych
grup oznaczono najwyzszg koncentracje NDF. Rodzaj substratu ma istotny wptyw na
namnazanie si¢ okreslonej grupy mikroorganizméw w plynie zwaczowym (Van Soest,
1994). Skutkiem zakiszenia lucerny z dodatkami bylo rowniez obnizenie zawarto$ci
fatwo strawnych sktadnikow pokarmowych, co sugerowatoby zmniejszajaca si¢

rozktadalno$¢ SM i BO wraz ze wzrostem udziatu dodatku (Damborg i in., 2018).

156



Zastosowane w ponizszym doswiadczeniu wlasnym dodatki o charakterze
wysokowtoknistym mogly wptyna¢ na krucho$¢ koncowa kiszonek, co przektadato si¢
na stopien rozdrobnienia i sktad czgstek (Eisenhardti in., 2009). W ponizszych badaniach
odnotowano wzrost zawartosci frakcji NDF w zakresie 41,20 — 184,0 g, ADF od 71,20 g
do 129,0 g, a takze udzial ADL na poziomie 7,66 — 27,26 g w kiszonkach z dodatkiem
tuski bobiku lub stomy pszennej w odniesieniu do samodzielnie zakiszonej lucerny.
Najwyzsze wartos$ci wzrostu powyzszych frakcji zostaly stwierdzone przy najwyzszych
udziatach dodatkéw. Kiszonki z nizszymi udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej
charakteryzowaly si¢ wyzsza rozktadalnoscia SM i1 BO, co mogto takze cze§ciowo
wynika¢ z odmiennego profilu rozdrobnienia w stosunku do kiszonek z wyzszymi
udziatami tuski bobiku lub stomy pszennej, wigkszego udziatu frakcji bardzo drobnych
i kontrastowego ich sktadu. Straty najdrobniejszych czastek paszy przez pory woreczkow
sg najwyzsze w pierwszych godzinach inkubacji (Mould i in., 2005).

Wyzszy rozktad BO w grupach do 4,8% tuski bobiku lub stomy w stosunku do
wariantow o wyzszych udziatach dodatkéw mogt wynikac z szerszego zakresu proteolizy
i wickszej konwersji TP do form o wyzszej rozpuszczalnosci (Fijatkowska i in., 2015).
Stopien 1 tempo rozktadu SM 1 BO mogty by¢ rowniez zalezne od ilosci obecnych tanin
w sporzadzonych kiszonkach (Tabacco i in., 2006). W badaniach Tabacco i in. (2006)
kiszonka z lucerny nietraktowana taninami charakteryzowata si¢ najwyzsza degradacja
BO w zwaczu, a dodatek tanin zmniejszat ubytek BO proporcjonalnie do dawki.
Zastosowanie tanin zmniejszylo rozkladalno$¢ materii organicznej dla wszystkich
poziomow dodatku (Tabacco i in., 2006). W badaniu wtasnym nie mozna jednoznacznie
potwierdzi¢ powyzszych obserwacji Autorow, gdyz grupy o niskim i posrednim udziale
tuski bobiku uzyskaty wyniki zbiezne z grupa kontrolng. Dopiero dodatek 4,8% tuski
bobiku miat niewielki wplyw na obnizZenie ilosci zdegradowanej SM i1 BO, a najwigksze
roznice stwierdzono przy dawce 18,0% i 24,0% tuski bobiku. Moglo to by¢ powigzane
z proporcjami poszczegdlnych grup tanin zawartych w tusce bobiku, gdyz literatura
donosi, ze CT zwykle maja nizsza zdolno$¢ ochrony BO niz HT, poniewaz ulegaja one
hydrolizie w kwasach Zotadkowych poza Zwaczem, uwalniajac biatka, aminokwasy
1 male jednostki zwigzkéw fenolowych, ktére prawdopodobnie przechodza do moczu
(Van Soest, 1994). Zroznicowane roslinne Zrodta tanin moga wywiera¢ korzystny lub
niekorzystny wplyw na rozktad sktadnikow pokarmowych w zwaczu, w zaleznosci od
czynnikow, takich jak zlozonos$¢ struktury, dawka, rodzaj skarmianych pasz, gatunek

i stan fizjologiczny zwierzecia (Makkar, 2003; Muecller-Harvey, 2006). Efekt
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rozktadalnosci zwaczowej i catkowitej strawnos$ci paszy moze roézni¢ si¢ w zaleznosci od
zrodla tanin, ktore sg stosowne na tych samych poziomach (Jayanegara, Goel, Makkar,
Becker, 2015). Roéznice w ztozonosci cech strukturalnych tanin w duzej mierze
odpowiadajg na bardzo wiele rozbieznosci w biologicznym ich dziataniu na stopien
1 tempo rozktadu poszczeg6lnych sktadnikow odzywcezych (Waghorn, 2008). Ze wzgledu
na swoja aktywno$¢ wigzaca taniny moga takze wchodzi¢ w interakcje zar6wno
z mikroorganizmami, jak i sktadnikami pokarmowymi, takimi jak biatka 1 weglowodany
(McSweeney i in., 2001). McMahon i in. (2000) doniesli, ze hamujgcy wplyw nizszych
koncentracji CT moze odzwierciedla¢ ograniczong dostepnos$é substratu do wigzania
przez aktywne biologicznie taniny in vitro. In vivo szerszy zakres i wigksza dostepnos¢
substratu w zwaczu prawdopodobnie moga obnizy¢ stopien hamowania pojedynczych
populacji drobnoustrojow zwaczowych przez CT (Colombari, Crovetto, Borreani,
Tabacco, Zapparoli, 2005). Taniny moga znacznie wplyngé na zmiany aktywnoS$ci
1 liczebnosci poszczegodlnych grup mikroorganizméw uczestniczacych w rozktadzie
sktadnikow pokarmowych (Tavendale i in., 2005). W badaniach Liu, Vaddella, Zhou
(2011) wykazano, ze zastosowanie CT zmniejszyto istotnie populacj¢ metanogenu
i pierwotniakow. Wczesniejsza praca Tavendale i in. (2005) rowniez dostarcza wiedzy na
temat hamujacego wptywu tanin jako ekstraktu roslinnego na wzrost metanogenow
zwacza. Podobnie jak w pracy Liu i in. (2011) rowniez wczesniejsze badania (Bhatta
i in., 2009; Patra i Patra, Kamra, Agarwal, 2006) wykazaty, Ze taniny maja wtasciwosci
przeciwpierwotniacze. Zdolno$¢ tanin do zmian mikrobiomu pltynu zwaczowego zostata
powigzana ze zmniejszong degradacjg BO i redukcjg metanogenezy (Patra, Min, Saxena,
2012). Taniny moga wykazywaé dziatanie bakteriostatyczne, chociaz interakcja
z drobnoustrojami zwacza r6zni si¢ w zalezno$ci od rodzaju tanin, biorgc pod uwagg, ze
HT sa bardziej podatne na hydrolize mikrobiologiczng niz CT (McSweeney i in., 2001).

Rozktadalnos¢ in vitro SM w sporzadzonych kiszonkach po 48 h inkubacji byta
porownywalna do lucerny wspotzakiszonej z rdznymi proporcjami kupkowki pospolitej
w badaniach Xue i in. (2020a) (65 — 71%) oraz Xue i in. (2020b) (68 — 74%). Michalski
I in. (2020) zaprezentowali dynamike¢ rozktadalnosci SM kiszonki z lucerny okreslong
metodg in situ, ktorej wyniki byly zbiezne z wynikami wlasnymi dla grupy kontrolnej.
W nastepujacych przedziatach czasowych (2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h) ilos¢
zdegradowanej SM byta nastepujaca 35,9%, 36,0%, 47,8%, 54,2%, 59,4%, 65,3%.
Wezesniejsze badania Purwin i in. (2014a) potwierdzajg warto$ci uzyskanych wynikow

wilasnych. Autorzy okreslili in situ dynamike rozktadalnosci SM (2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24
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h, 48 h) dla kiszonki z lucerny (37,7%, 38,3%, 49,0%, 55,8%, 62,7%, 65,6%), a takze
kiszonki z koniczyny czerwonej (29,9%, 32,5%, 39,9%, 52,4%, 58,2%, 65,4%)
i kostrzewy czerwonej (27,7%, 32,4%, 38,3%, 46,4%, 57,5%, 63,4%).

Uzyskane wyniki wiasne rozktadu BO in vitro odpowiadaty wartoscig zgloszonych
przez Purwin i in. (2014a) dla kiszonki z lucerny (43,2%, 38,7%, 52,1%, 59,2%, 68,0%,
71,5%) w wyznaczonych czasookresach (2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h). Jedynie ilo$¢
zdegradowanego BO in vitro w zwaczu po 48 h w rzeczywistych wynikach wiasnych
byta wyzsza wzgledem zacytowanych wartosci dla wariantow z 1,2% i 2,4% tuski
bobiku. Kiszonki z lucerny z najwyzszymi poziomami tuski bobiku (12,0%, 18,0%
I 24,0%) uzyskaty koncowy wynik rozktadu BO po 48 h inkubacji nizszy wzgledem
kiszonki z lucerny w badaniach Purwin i in. (2014a), ktory byt blizszy wynikom podanym
dla kiszonki z kostrzewy czerwonej. Na podstawie czego mozna wnioskowaé o wyzszej
efektywnosci wykorzystania BO tych wariantow doswiadczalnych w trawieniu
jelitowym przezuwaczy. Podobne wyniki zgtosili Michalski i in. (2020) dla kiszonki
z lucerny, gdzie ilos¢ roztozonego BO in situ byta nastepujaca 41,1% (2 h), 37,2% (4 h),
52,9% (8 h), 62,7% (16 h), 68,8% (24 h), 78,2% (48 h). W tym przypadku rowniez
koncowy wynik degradacji BO po 48 h uzyskany w badaniach wtasnych dla kiszonek
z dodatkiem od 3,6% do 24,0% byl mniejszy i wraz ze wzrostem udziatu tuski bobiku
zmniejszal si¢, co $wiadczylo o rosngcej wartosci BO pod wzgledem potencjalnego
wykorzystania w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Na ro6znice w degradacji
BO mogta wptyna¢ koncentracja ADICP, ktorej wyzsze ilosci prowadzg do obnizenia
efektywnosci rozktadu BO wedtug Purwin i in. (2014a).

Dysproporcje w rozktadalnosci SM i BO w wariantach o tym samym poziomie
dodatku, ale z uwzglednieniem jego rodzaju mogty by¢ zwigzane z odmiennym sktadem
frakcji weglowodanow strukturalnych, co posrednio wynikato z réznej zawartosci
ligniny, bedacej waznym czynnikiem wplywajagcym na szybko$¢ degradacji pasz
objetosciowych w zwaczu (Liu i in., 2017). Ponadto wazng rol¢ odgrywa struktura $cian
komorkowych, ktora gdy jest luzniejsza pozwala mikroorganizmom zawartym w ptynie
zwaczowym szybciej przedosta¢ si¢ do wnetrza komorek roslinnych 1 sprzyja to
skuteczniejszej degradacji. Jednocze$nie substancje fenolowe uwalniane w wyniku
metabolizmu lignocelulozy moga hamowac¢ aktywno$¢ drobnoustrojow (Sewalt, Ni,
Jung, Dixon, 1997). W rezultacie stopien degradacji BO kiszonek z dodatkiem stomy
pszennej byl wyzszy wzgledem tuski bobiku, co moglo wynika¢ z luzniejszej struktury

wldkien zastosowanej stomy pszennej, jak 1 obecnosci tanin w tusce bobiku.
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Reasumujac analize rozktadalnosci zwaczowej kiszonek do§wiadczalnych nalezy
stwierdzi¢, ze warianty z wyzszymi udziatami tuski bobiku lub tez stomy pszennej na
poziomie 12,0%, 18,0% i 24,0% moglyby potencjalnie wplynac na wzrost efektywnosci
wykorzystania BO kiszonek z lucerny w zywieniu przezuwaczy jako absorbenty. Grupy
z dodatkiem stomy pszennej charakteryzowaly sie¢ wyzsza i1 szybsza rozktadalnosciag BO
kiszonki z lucerny wzglgdem dodatku tuski bobiku. Najwicksze roznice w tempie
rozktadu BO zaobserwowano w grupie z 24,0% tuski bobiku i stomy pszennej. W tym
przypadku wariant z tuskg bobiku charakteryzowat si¢ znacznie wolniejszym rozktadem
BO in vitro, co mogto wskazywa¢ na dziatanie tanin. Jednoczesnie nalezy podkresli¢
ztozono$¢ procesu degradacji skladnikow pokarmowych, a zwlaszcza kiszonek
w zwaczu, ktéry warunkowany jest wieloma czynnikami, poza ilo$cig i jakoscig BO
paszy (Purwin i in., 2014a). Rozbieznosci w rozktadzie SM in vitro mogty wynikaé
z 1ilosci zastosowanego dodatku wysokowlioknistego oraz struktury ich $cian

komorkowych, ktory zmienit sktad i strukturg NDF kiszonek.

7.2.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

Wedhug McAllister i in. (2018) populacje mikroorganizmow zwigzane z kiszonkg
z lucerny sg duzo bardziej zréznicowane niz te powigzane z kiszonkami produkowanymi
z ro$lin zbozowych, co skutkuje ich gorsza jako$cig fermentacyjna. Zgodnie z literaturg
sktad mikroorganizmoéw epifitycznych na powierzchni $wiezej lucerny jest dos¢
zréznicowany ze wzgledu na dysproporcje w odmianach surowcow, a takze regionie
1 czasie zbioru. Jednak wigkszo$¢ mikroflory epifitycznej obejmuje bakterie niepozadane,
a zasadnicze gatunki baterii fermentacji mlekowej stanowig niewielki odsetek catej
spotecznosci (Guo i in., 2018; Hu i in., 2020; Yang i in., 2019; Yang i in., 2020).

Liczebno$¢ drozdzy i1 plesni na rozdrobnionej lucernie moze wzrasta¢ wraz ze
wzrostem SM i zdolnosci buforowej rosliny (Wang i in., 2022; Wu i in., 2021). Tendenc;ji
tej nie zaobserwowano w wynikach wlasnych, poniewaz zmiany nie miaty charakteru
liniowego, gdyz najwyzsze liczebno$ci catkowite drozdzy byly stwierdzone dla
najnizszych (1,2% i 2,4%) i jednocze$nie najwyzszych dawek tuski bobiku (12,0%,
18,0% i 24,0%). Podobnie w catkowitej liczebno$¢ grzybow, wzrost SM zwigzany ze
wzrostem udzialu dodatkéw nie wykazat wptywu na zmiany w ich tadunku. Wyzsze od
srednich uzyskanych warto$ci liczebnosci drozdzy i grzybow w przeprowadzonych
badaniach wtasnych moga wynika¢ z jakosci zageszczenia masy roslinnej zwigzanej

z zawartoscia SM (Kung i in., 2018). Zastosowanie zarowno tuski bobiku, jak i stomy
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pszennej moglo wplynaé na jako$¢ zageszczenia i1 ilo§¢ powietrza pozostawionego
w  mikrosilosie, co bylo charakterystyczne dla tego rodzaju dodatkow
wysokowtoknistych o duzej sprezystosci (Kung i in., 2018; Muck i in., 2018).
Koncentracja kwasow i alkoholu podczas fermentacji moze wptywac¢ inhibitujgco na
aktywno$¢ 1 liczebnos¢ drozdzy w pozniejszym okresie zakiszania. Sporzadzone kiszonki
uzyskaty poprawne parametry fermentacji, zgodne z rekomendowanymi w literaturze
(Kung i in., 2018), a odnotowane roznice w skladzie chemicznym wynikatly
z zastosowanych dodatkow. Oznaczona liczebnos$¢ drozdzy i grzyboéw byta na tyle niska,
ze nie wplynela na pogorszenie jakosci sporzadzonych pasz (Nishino, Hattori, 2007).
W badaniach wlasnych kiszonki z tuska bobiku charakteryzowaly si¢ wyzsza
liczebnosciag drozdzy, potwierdzong statystycznie na poziomie 12,0%, 18,0% i 24,0%,
aw przypadku liczebnos$ci grzybow nie zaobserwowano wptywu tanin zawartych w tusce
bobiku na zmniejszenie ich tadunku. Salawu i in. (1999) oraz Wang i in. (2007) wykazali
jednoznacznie, ze taniny ograniczaja aktywno$¢ grzybow w kiszonkach z roélin
motylkowatych. Peng i in. (2018) natomiast nie potwierdzili wptywu tanin na zmiany
w liczebno$ci drozdzy w 14 dniu zakiszania purpurowej koniczyny preriowej, a zgtosili
istotne réznice w 7 dniu procesu fermentacji. Na calkowitg liczebno$¢ drozdzy
w kiszonkach moze wptywac wiele czynnikow nawet jesli porownywane sg wartosci dla
tego samego surowca roslinnego (Gotlieb, 2016; Kung i in., 2018).

Wedtug Konig i in. (2017) zawarto$¢ kwasu mastowego w kiszonkach jest stabo
skorelowana z liczbg kopii genow Clostridium spp., co mogloby wyjasni¢ dysproporcje
mi¢dzy oznaczong liczebno$cig bakterii a udzialem kwasu mastowego. Fijatkowska i in.,
(2019) stwierdzili liczebnos$¢ Clostridium spp. w kiszonkach z traw na poziomie 4,5 log
10 liczby kopii genu-g™* SM, w prezentowanych badaniach tylko niektére proby uzyskaty
nizsze wartosci liczbowe. Poziom kwasu mastowego i N-NHz w kiszonkach moga
wskazywac na aktywnos$¢ bakterii Clostridium spp., ktorg w badaniach wtasnych mozna
byto oceni¢ jako niskg (Kung i in., 2018; Ni i in., 2020). Zarowno Clostridium spp., jak
I Enterobacter spp. sg uwazane za niepozadane rodzaje bakterii obecnych w kiszonkach,
a przede wszystkim w roslinach o wysokiej zawartosci BO (Niiin., 2017; Ni i in., 2018).
Clostridium spp., ktoremu sprzyja wilgotne srodowisko moze powodowa¢ degradacje
TP, straty SM i produkowac¢ kwas mastowy, co znacznie obniza jako$¢ pasz (Zheng i in.,
2018). Wiele badan wykazato, ze wzrost SM moze skutecznie ogranicza¢ wzrost
Clostridium spp. (Ni i in., 2017; Ni i in., 2020). Dzieje si¢ tak, gdyz ten rodzaj bakterii

w zasadzie nie toleruje wysokiego ci$nienia osmotycznego (Krzywiecki i in., 2008).
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Pateczki Bacillus spp. podobnie jak Clostridium spp. tworza endospory, jednak sa
fakultatywnymi tlenowcami. Fermentujg weglowodany do kwasu octowego, mlekowego
czy maslowego lub etanolu, 2,3-butanodiolu 1 gliceroli. Niektore specyficzne gatunki
Bacillus spp. sg zdolne do wytwarzania substancji przeciwgrzybiczych, hamujac w ten
sposob tlenowe psucie si¢ kiszonek. Za wyjatkiem tych gatunkéw, rodzaj Bacillus
w kiszonkach jest ogolnie uwazany za niepozadany. Paleczki te s3 mniej wydajnymi
producentami kwasu mlekowego i octowego niz bakterie fermentacji mlekowe;j (Elferink,
Driehuis, Gottschal, Spoelstra, 2000; McDonald i in., 1991), a dodatkowo mogg
w poOzniejszych etapach wzmacnia¢ efekt pogorszenia warunkow tlenowych (Elferink
I in., 2000). Obecnos¢ Bacillus spp. w badaniach wlasnych mozna przypisa¢ aktywnosci
w fazie aerobowej zakiszania, co moglo wplynag¢ na istotne roznice kwasowosci
koncowej 1 zawarto$ci sumy LKT w poszczeg6lnych kombinacjach (Brillard, 2015).

Bakterie, ktore dominujg w fermentacji kiszonek z lucerny to przede wszystkim
rodzaje Lactiplantibacillus i Lentilactobacillus, Weissella, Lactococcus, Enterococcus
i Pediococcus (Guo i in., 2018; Hu i in., 2020; Yang i in., 2019; Yang i in., 2020).
Populacja bakterii analizowana na poziomie rodzaju w badaniach wtasnych byta zgodna
z powyzszymi doniesieniami literaturowymi. W grupie dominujgcych rodzajow bakterii
zasiedlajacych kiszonki znalazly si¢ rowniez rodzaje Pantoea, Klebsiella i Escherichia.
Bao i in. (2016) analizujgc struktur¢ mikrobiomu bakteryjnego kiszonki z lucerny
zglosili, ze wickszo$¢ wykrytych rodzajow stanowity Enterobacter, Weissella,
Pedicoccus, Lactobacillus, Bacillus, jak i rowniez zbieznie z badaniami wiasnymi
Pantoea. Wyniki badan Ogunade i in. (2018b) sugeruja, ze rodzaje Pantoea,
Pseudomonas i Sphingomonas moga przyczynia¢ si¢ do zachowania jakosci BO
w zakiszanej lucernie, poniewaz ich obfitos¢ byta ujemnie skorelowana z koncentracja
N-NHs. Natomiast w badaniach wtasnych kiszonki o najwyzszych udzialach rodzaju
Pantoea miaty posrednie 1 najwyzsze zawartoSci N-NHs, a wszystkie te wyniki byly
zgodnie z rekomendowanymi warto$ciami, podanymi przez Kung i in. (2018).
W  kiszonkach wlasnych nie odnotowano obecnosci rodzaju Pseudomonas,
a Sphingomonas spp. stanowil nieznaczny odsetek, jedynie w przypadku dwoch grup
z 18,0% stomy pszennej i 24,0% tuski bobiku udziat przekroczyt 1%. Badania Kung i in.
(1998) oraz Kung i in. (2000) donoszg o negatywnej korelacji wspominanych powyzej
rodzajow bakterii z liczbg ple$ni 1 drozdzy, co mogloby wyjasni¢ zalezno$ci
zaobserwowane dla Pantoea spp. i liczebnos$ci drozdzy w kiszonce z 12,0% stomy

pszennej.
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Dominujacy udzial rodzaju Klebsiella obok rodziny Enterobacteriaceae i rodzaju
Enterococcus w kiszonce z lucerny stwierdzit zespot Kang, Tang, Zhong, Tan, Wu
(2021). W drugiej kolejnosci licznie wyst¢pujagcymi w badaniach Kang i in. (2021)
rodzajami bakterii zasiedlajacych kiszonki byly Enterobacter, Proteus, Acinetobacter,
Bifidobacterium i podobnie jak w kiszonkach wtasnych rodzaje Pantoea i Lactobacillus.
Spotecznos¢ bakteryjna samodzielnie zakiszonej lucerny byla zdominowana we
wszystkich probkach przez rodzing Enterobacteriaceae (37,61%), a takze rodzaje
Klebsiella (41,78%) i Weissella (10,81%) zgodnie z doniesieniami Hou, Zheng, Zhang,
Chen, Wu (2022). W przeciwienstwie do badan wiasnych Autorzy (Hou i in., 2022)
stwierdzili wyzszy udzial rodzaju Klebsiella w stosunku do Weissella. Badania wtasne
wykazaly odwrotng proporcje dla wspominanych rodzajow bakterii. Zacytowane
powyzej wyniki badan, jak i rowniez wyniki wlasne byly odmienne w stosunku do
wynikow badan (Ni i in., 2018; Pang, Qin, Tan, Li, Wang, 2011), na podstawie ktérych
wykazano, ze wickszo$¢ bakterii uczestniczacych w fermentacji mlekowej kiszonek
nalezy do rodzajow Lactobacillus, Pedicoccus, Weissella i Leuconostoc. Zwykle
stwierdzano niski poziom rodzaju Lactobacillus (Keshri i in., 2018), podczas gdy bakterie
rodzaju Pediococcus rosng intensywnie i inicjujg fermentacje mlekowa na wczesnym
etapie, stymulujac w ten sposob dominacje gatunkéw Lactobacillus spp., ktore wowczas
staja si¢ bardziej aktywne 1 intensywnie rosng wraz ze spadkiem pH. Literatura donosi,
ze rodzaje Weissella i Lactococcus uznawane sa za gtdwnych inicjatorow fermentacji
mlekowej w zakiszanej lucernie (Yuan i in., 2020).

Obecnos¢ bakterii rodzaju Escherichia w kiszonkach z traw stwierdzili Li i in.
(2022), w badaniach tych gléwnymi rodzajami spotecznos$ci bakteryjnej byly
Lactobacillus (60,96%) i Enterobacter (11,26%). W grupie z dodatkiem bakterii
fermentacji mlekowej w kiszonce z traw dominowaly rodzaje Lactobacillus (58,29%),
Enterobacter (7,72%), Pantoea (4,17%) i Escherichia (4,00%). Trawa zakiszona
z dodatkiem melasy charakteryzowata si¢ dominujgcg obecno$cig rodzajow
Lactobacillus (23,86%), Enterobacter (35,31%), Escherichia (20,12%) i Pantoea
(1,74%). W tej grupie Li i in. (2022) zanotowali najwyzszy udziat bakterii Escherichia
spp. Ponadto wykazano, ze zastosowanie melasy wplyn¢to na przyspieszenie wzrostu
rodzajow Enterobacter i Escherichia. Podobng tendencje zaobserwowali rowniez Mu,
Xie, Hu, Chen, Zhang, (2021).

Zgodnie z literaturg obecno$¢ tanin wplywa na modyfikacje mikrobiomu

bakteryjnego kiszonek, lecz mechanizmy tych zmian nie zostaty w petni poznane (Peng
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I in., 2018). Ke i in. (2022) stwierdzili, ze kiszonka z lucerny traktowana taninami HT
1 CT w grupie kontrolnej oraz w grupie doswiadczalnej byta zdominowana przez rodzaj
Enterococcus, traktowanie HT skutkowalo wyzszym udziatem rodzaju Enterococcus
(73,68%) na rzecz obnizenia liczebnosci Lactobacillus spp. (18,48%) w poréwnaniu
z samodzielnie zakiszong lucerng (Ke i in., 2022). W badaniach wlasnych nie
zaobserwowano tej tendencji, a jedynie wariant z 24,0% udziatem tuski bobiku
w odniesieniu do grupy kontrolnej charakteryzowat wyzszy udziat rodzaju Enterococcus
z obnizonym udzialem Lactobacillus. Stwierdzone w badaniach wtasnych procentowe
udzialy obu rodzajow byly znacznie nizsze od odnotowanych przez Ke i in. (2022), gdzie
rodzaj Lactobacillus stanowil maksymalnie 50,04%, a Enterococcus — 41,25%
w kiszonce z lucerny traktowanej CT. Ke i in. (2022) wskazujg na zréznicowane
oddziatywanie grup tanin na strukture mikrobiomu bakteryjnego kiszonki z lucerny.
Badania wlasne obejmowaty wytacznie ogolng zawarto$¢ tanin, a pozyskana tuska
bobiku mogta by¢ dodatkowym zrodtem sktadnikéw pokarmowych dla okreslonych grup
mikroorganizmdw, poniewaz powstaty produkt uboczny po obtuszczaniu nigdy w catosci
nie sktadat si¢ tylko i wytacznie z samej tuski, obecne byt rowniez inne struktury nasion
(Krenz i in., 2023).

Uzyskane wyniki nie sg zbiezne z rezultatami badan Ni i in. (2017), ktorzy podali,
ze populacja bakteryjna zakiszonej lucerny byta reprezentowana gtownie przez rodzaje
Enterococcus, Erwinia i Methylobacterium. W badanych kiszonkach odnotowano
jedynie rodzaje Enterococcus i Erwinia, a ich udzialy wynosity < 3,70%. Wedtug
McGarvey i in. (2013) dominujagcym rodzajem w kiszonce z lucerny byt Enterobacter
(40,26%), ktory w badaniach wtasnych byt dominantem tylko w kiszonce z 2,4% stomy
pszennej. Dysproporcje w liczebnosci Enterobacter spp. mogly by¢ wynikiem tempa
zakwaszenia w pierwszej fazie procesu (Driehuis, Elferink, 2000).

W niniejszej pracy, podobnie jak w badaniach Huang i in. (2022) zaobserwowano,
ze zwigkszenie udzialu tuski bobiku, jako zrodia tanin zwigzane bylo z wyparciem
bakterii potencjalnie probiotycznych Pediococcus spp., ktore sa mozliwymi
antagonistami Lactobacillus spp. w procesie zakiszania. Huang i in. (2022) przypisuja
dodatnig korelacj¢ bakterii rodzaju Pediococcus z produkcja dopaminy, a co za tym idzie
posrednio dodatni wptyw na produkcje enzymo6w proteolitycznych podczas zakiszania.
Ponadto, najliczniejszy rodzaj Weissella ma odmienny metabolizm zaréwno od rodzaju
Lactobacillus, jak i przedstawicieli Pediococcus spp. (KEGG, 2023). Przeprowadzone

badania wtasne dowiodly, ze wyzsze udziaty tuski bobiku powodujg zmniejszenie
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liczebnosci rodzaju zarowno Weisella, Pediococcus oraz Lactobacillus na rzecz bakterii
rzedu Enterobacteriales.

Wytlumaczeniem wynikow powigzania pomigdzy zwigkszeniem udziatu
wybranych enterobakterii ujemnie skorelowanych z trzema rodzajami bakterii kwasu
mlekowego wraz z dawka tanin zawartych w tusce bobiku byto opracowanie Ozogul,
Toy, Ozogul, Hamed (2017). Cytowani Autorzy, testowali oddzialywanie supernatantow
roznych gatunkow bakterii fermentacji mlekowej na enterobakterie, w wyniku czego
wykazali stymulujacy wptyw metabolitow bakterii fermentacji mlekowej miedzy innymi
na Escherichia coli i Salmonella paratyphi. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sugeruja,
ze naturalne metabolity bakterii fermentacji mlekowej wydzielane we wczesniejszych
fazach fermentacji, stymulowaty produkcje dopaminy przez enterobakterie. Wptywato to
pozytywnie na ich rozwdj w kiszonkach o wyzszej zawartosci tuski bobiku poprzez
domniemany wptyw na szlak produkcji fosfolipidéw, co w rezultacie zmniejszyto
aktywnos¢ bakterii fermentacji mlekowej podczas zakiszania (Ozogul i in., 2017).

Analiza struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek wilasnych, a przede
wszystkim  obfitos¢  rodzajow ~ Weissella,  Lactiplantibacillus,  Pantoea,
Loigolactobacillus, Latilactobacillus i Levilactobacillus pozwala wnioskowaé, ze
w kiszonkach dominowata fermentacja mlekowa, niezaleznie od ilosci 1 rodzaju
zastosowanego dodatku (Guoi in., 2018; Ni i in., 2017; Ni i in., 2018; Pahlow i in., 2003).
Pomimo bardzo duzej obfitosci i zrdéznicowaniu spotecznosci bakteryjnej kiszonek,
wszystkie warianty uzyskaty bardzo dobre lub dobre wyniki fermentacyjne,
a odnotowane roznice przypisuje si¢ zarowno zastosowanej dawce, jak 1 rodzajowi
dodatku. Lucerna zakiszana z tuska bobiku zwykle charakteryzowata si¢ wyzsza
réznorodno$cia  mikrobiomu  bakteryjnego, co réwniez moglo  wynikad
z mikroorganizméw zasiedlajacych nie tylko §wieza lucerna, ale rowniez i tuske bobiku.
Ponadto w wariantach z tuskg bobiku mikroorganizmy mialy inny sktad i dostepnos¢ do
metabolizowanych sktadnikow pokarmowych w poroéwnaniu z grupami, gdzie na tym
samym poziomie zastosowano stome¢ pszenng. Nie nalezy zapominaé o szeregu
oddziatywan synergistycznych i antagonistycznych pomig¢dzy konkretnymi rodzajami
bakterii, ktorych réoznorodno$¢ mogla by¢ zmienna wraz ze wzrostem udzialu dodatku
absorbujacego, co wpltywato z kolei na wzrost SM. Powszechnie wiadomo, ze zawarto$¢
wody w zakiszanym surowcu decyduje o réznorodnos$ci zbiorowisk mikroorganizmow
epifitycznych, co p6zniej w mniejszym lub wigkszym stopniu przelozy¢ si¢ moze na

przebieg fermentacji (Guo i in., 2018; Kung i in., 2018; McAllister i in., 2018).
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Stwierdzone w badaniach wlasnych roéznice w strukturze mikrobiomu kiszonek mogly
wynika¢ réwniez ze stopnia adaptacji do warunkéw fermentacji, czyli zastosowania
dodatku o jednocze$nie charakter ze wysokowtoknistym i absorbcyjnym (Zheng i in.,
2017). Waznym aspektem byta takze potencjalnie nizsza aktywno$¢ bakterii fermentacji
mlekowej zwtaszcza na koncowym etapie, co moglo zosta¢ wykorzystane przez obecne
drozdze i bakterie Clostridium spp. (McEniry i in., 2008).

Wedtug Kraut-Cohen i in. (2016) uzyskany w badaniach wtasnych zréznicowany
mikrobiom bakteryjny przy jednoczesnej dominacji bakterii fermentacji mlekowej mogt
wskazywa¢ na prawidlowy przebieg procesu pomimo niskich zawartosci kwasu
mlekowego i LKT, jakie uzyskano. Kluczowym w powigzaniu przebiegu i jakoSci
fermentacji ro$lin ze strukturg mikrobiomu bakteryjnego kiszonki jest przeprowadzenie
analizy sekwencjonowania nanoporowego na poziomie gatunku czy szczepu, co jest
wielokrotnie bardziej rzeczowe niz ocena na poziomie gromady. W badaniach wlasnych
przeprowadzono analiz¢ na poziomie rodzaju, co jest wiarygodne, ale nie w peini pozwala

wyjasni¢ wszystkie stwierdzone zalezno$ci i tendencje.

7.3. Zadanie badawcze 111

7.3.1. Charakterystyka chemiczna zielonek i kiszonek

Uzyta w badaniach zielonka z lucerny charakteryzowata si¢ wysoka zawarto$cig
BO 1 niskg iloscig cukrowcow strukturalnych. Wedtug danych literaturowych
koncentracja BO w zielonce z lucerny przy optymalnym terminie zbioru wynosi¢
powinna 150 — 200 g-kg™* SM (Annicchiarico i in., 2015), natomiast uwzgledniajac zbior
w roznych fazach wegetacji 1 wplyw czynnikéw srodowiskowych zakres ten moze
wynosi¢ od 114 do 279 gkg! SM (Kume i in., 2001). Zespot Coblentz i in. (2008)
zaprezentowali wyniki BO w zielonce z lucerny zebranej w réznych fazach wegetacji,
a warto$ci uplasowaly sie w przedziale 193 — 230 g-kg? SM, co bylo poréwnywalne
z wynikami wlasnymi.

Przy zblizonych wartosciach SM (352 g vs. 423 g-kg™ FM) i BO (222 g vs. 218
g'kg! SM) zielonka z lucerny w do$wiadczeniu przeprowadzonym przez Guo i in. (2020)
miata koncentracje NDF (311 g-kg? SM) i ADF (234 g-kg™ SM) zbiezng z uzyskanymi
wynikami. Poréwnywalny z wlasnymi rezultatami sktad weglowodanow strukturalnych
przedstawili Ke i in. (2018), gdzie lucerna zebrana w fazie péznego pakowania do
stadium wczesnego kwitnienia uzyskata 384 g NDF i 287 g ADF w kg SM, przy

nieznacznie nizszej koncentracji BO (200 g-kg* SM). Pomimo niskich zawarto$ci ADL,
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wskaznik L/NDF w badanych zielonkach wiasnych nie miescit si¢ w zakresie najbardziej
pozadanych wartosci (< 0,15) podanych przez Grant (2013), a byl zgodny z zakresem
charakterystycznym dla lucerny (0,11 — 0,20) (Grant, 2013).

W wyniku przewigdnigcia zaobserwowano poprawe¢ przydatnosci do zakiszania
lucerny, ktora polegata na obniZzeniu pojemnosci buforowej oraz wzro$cie ci$nienia
osmotycznego. Obnizenie pojemnosci buforowej zielonek z lucerny jako rezultat
wiednigcia jest efektem ograniczenia aktywnosci procesow  fizjologicznych
zachodzacych wewnatrz komorek roslinnych, gltéwnie koncentracji w cytoplazmie
komorkowej kwasow krotkotancuchowych cyklu Krebsa, ktére charakteryzujg sie
wyzszym potencjatem buforujagcym niz biatka (McDonald i in., 1991). Podobnie jak
w badaniach wtasnych Zheng i in. (2017) zglosili, ze pojemnos¢ buforowa byta wyzsza
w $wiezo cietej lucernie w poréwnaniu z przewiednigta.

Zmniejszenie zawartos¢ WSC, ktore nastgpilo podczas wiedniecia rosliny jest
zjawiskiem zwigzanym z procesami oddychania komorek roslinnych po $cigciu, co
rowniez zaobserwowali dla lucerny Purwin i in. (2014b) oraz Guo i in. (2020).
W badanych zielonkach wtasnych ilos¢ WSC byta zgodna z wymaganym zakresem 60 —
70 gkg! SM, stanowigcym teoretyczng koncentracje pozwalajaca na prawidtowy
i zadowalajacy przebieg fermentacji (Zheng i in., 2018). Zbiezne wyniki z wlasnymi
przedstawili Ke i in. (2018) (60,7 g WSC-kg? SM) dla lucerny przewiednigtej, a takze
Purwin i in. (2014b) dla zielonki $wiezej i przewiednietej (70,3 g vs. 58,9 g-kg! SM,
odpowiednio).

Wartosct WSC/BC odnotowane w wynikach wlasnych byty zblizone do koniczyny
czerwonej (1,4) i wysoko nawozonych azotem traw pastewnych kolejnych odrostow (1,4)
zgodnie z Weissbach, Auerbach (2013). Stwierdzona w zielonkach warto$¢ wskaznika
FC byta znacznie wyzsza w porownaniu do danych literaturowych dla lucerny (26).
Uzyskany w badaniach wtasnych wskaznik FC dla $wiezej lucerny byt poréwnywalny do
koniczyny czerwonej (31) (Weissbach, Auerbach, 2013).

Warto$¢ paszowa wszystkich sporzadzonych kiszonek mozna bylo uznaé¢ za
wysoka, z uwzglednieniem relacji zawartosci BO wzgledem weglowodanow
strukturalnych. Przy zblizonej SM (240,5 g i 340,0 g'kg™ FM) oraz BO (2151 211 g-kg™
SM) dla kiszonki z lucerny zebranej we wczesnej fazie pgkowania, Hartinger i in. (2019)
odnotowali wyzsze wyniki NDF (463 i 446 g'kg SM), ADF (364 i 338 g-kg? SM),
a takze ADL (88 i 90 g'kg? SM). Rezultaty badan Grabber, Coblentz (2009) byty
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zblizone, kiszonka z lucerny o koncentracji 221 g BO-kg™ SM uzyskata 436 g NDF i 349
g ADF w kg SM.

Zawarto$¢ WSC po zakiszeniu lucerny po 12 h wiedniecia z dodatkiem 0 g i 0,5 g
suchego lodu byta poréwnywalna z warto$ciami kiszonek bez dodatkow (Guo i in. 2018)
(5,4 g'kg? SM). Pozostate kiszonki z lucerny 0 h (0 g, 0,5 g, 1 g, 2 g suchego lodu)
i lucerny 12 h (1 g, 2 g suchego lodu) miaty ilos¢ WSC zblizong do wynikoéw uzyskanych
przez Lin i in. (2023), dla kiszonek z réznych odmian lucerny (13,4 — 22,2 g'kg™* SM).
Najwyzsze pozostatosci WSC po zakiszeniu odnotowano w kiszonkach z lucerny 24 h,
co mogto wynika¢ z ekstensywnego przebiegu fermentacji mlekowej w tych probach.
Potwierdza to takze najnizsza koncentracja kwasu mlekowego w tej grupie kiszonek,
a spowodowane byto to najprawdopodobniej wyzsza koncentracjg SM (Lin i in., 2023;
McDonald i in., 1991). W niniejszych badaniach réznice w ilosci resztkowego WSC
mozna thumaczy¢ zroznicowaniem SM zielonek, co potencjalnie przektadato si¢ na sktad
ilosciowy 1 jakosciowy mikroflory epifitycznej, a nastgpnie stopien intensywnosci
przebiegu fermentacji, a takze r6znicami w pojemnosci buforowej (Purwin, 2007).

Prawidlowo przefermentowana lucerna powinna uzyska¢ kwasowos¢ na poziomie
4,3 —4,5 przy SM < 30 — 35%, lub tez 4,7 — 5,0 dla wyzszej zawartosci SM (45 — 55%)
(Kung i in., 2018). W badaniach wtasnych jedynie kiszonki z lucerny 0 h miaty wartosci
pH bliskie rekomendowanym. Mozna przypuszczac, ze kiszonki o wyzszej wilgotnosci
zakonserwowane w tego samego typu mikrosilosach charakteryzowaty si¢ mniejsza
porowatos$cig 1 lepszymi warunkami tlenowymi juz od pierwszych godzin fermentacji
(Nowak, Sarec, 2001). Wedtug Kung, Shaver (2001) typowymi przyczynami, dla ktorych
kiszonki z roslin bobowatych maja pH wyzsze niz 4,6 do 4,8 to zakiszanie zielonki 0 SM
<30%, co powoduje fermentacj¢ clostridiowa, badz tez zbyt wysoka SM zielonki (>45 —
50%), co z kolei ogranicza aktywno$¢ bakterii fermentacji mlekowej. W pierwszym
przypadku zawarto$¢ SM byta zgodna z kiszonkami do§wiadczalnymi przygotowanymi
z lucerny 0 h, jednak nie odnotowano w wynikach wtasnych obecnosci kwasu mastowego
na takim poziomie, aby mozna bylo wykaza¢ zajs$cie fermentacji mastowej. Natomiast w
drugim przyktadzie, zakiszania zbyt suchej zielonki wysokie pH spowodowane byto
najprawdopodobniej ograniczong fermentacja, gdyz rozwoj 1 namnazanie bakterii byly
inhibitowane przez niedobor wody (Kung, Shaver, 2001).

W stosunku do wartosci rekomendowanych dla koncentracji kwasu mlekowego 60
— 80 g'kg SM (< 30 — 35% SM) oraz 20 — 40 g-kg™ SM (45 — 55% SM) w kiszonkach

z roslin bobowatych, podanych przez Kung i in. (2018), wyniki wlasne dla pierwszej
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grupy (lucerny O h) mozna uzna¢ za wysokie. W grupach gdzie zakiszono lucern¢
przewiednieta (12 h i 24 h) ilos¢ kwasu mlekowego byta nizsza niz zalecana, adekwatnie
do uzyskanych wartosci SM. Ten kwas jest silniejszym kwasem niz pozostate obecne
w kiszonce (octowy, propionowy, mastowy), a zatem jest zwykle odpowiedzialny za
obnizenie pH kiszonki, co zostato rowniez potwierdzone w badaniach wtasnych (Kung,
Shaver, 2001). Nizsze w stosunku do danych literaturowych zawartosci kwasu
mlekowego wynika¢ mogty przede wszystkim z ograniczonego przebiegu fermentacji, co
byto bezposrednio spowodowane wysoka SM (Kung, Shaver, 2001). Pomimo niskich
wartosci liczbowych uzyskanych dla glownego produktu fermentacji mlekowej, to
kiszonki wlasne spelily warunek podany przez Kung, Shaver (2001), gdzie kwas
mlekowy powinien stanowi¢ co najmniej 65 — 70% catosci kwasoéw kiszonkowych
w paszy dobrej jakosci. Wedtug Guo i in. (2018) fermentacj¢ mlekowg mozna podzieli¢
na dwa typy homofermentacje¢ i heterofermentacje. Homofermentacja polega na
wytwarzaniu glownie kwasu mlekowego, podczas gdy heterofermentacja skutkuje
wytworzeniem rowniez kwasu octowego i etanolu (Pahlow i in., 2003). Wraz ze
wzrostem zawarto$ci kwasu mlekowego hamowane sg bakterie homofermentatywne,
podczas gdy grupa heterofermentatywna zaczyna dominowac¢ ze wzgledu na silniejszg
tolerancj¢ na obecny kwas octowy 1 stopien zakwaszenia masy roslinnej,
a homofermentacja stopniowo przechodzi w heterofermentacj¢ (Shao, Zhang, Shimojo,
Wang, Masuda, 2005).

Bardzo wilgotne zielonki (< 25% SM) podobnie jak wiasna grupa lucerny 0 h
wiednigcia charakteryzujg si¢ przedtuzong fermentacja, ze wzgledu na wysoka
pojemnos$¢ buforowa (Kung, Shaver, 2001). Takie kiszonki czgsto tez osiagaja wysokie
zawartoéci kwasu octowego (> 30 do 40 g-kg? SM) (Kung, Shaver, 2001), czego nie
dowiedziono w przeprowadzonym do$wiadczeniu. Uzyskane wartosci kwasu octowego
byly nizsze nawet od wynikoéw podanych jako zawartosci optymalne dla dobrej jakosci
kiszonki z ro$lin bobowatych (5 — 30 g-kg* SM) (Kung i in., 2018). Tylko pojedyncze
warianty zakiszonej lucerny mialy wyniki zblizone do wartosci rekomendowanych. Tak
niska koncentracja kwasu octowego moze by¢ niekorzystna, gdyz kwas ten wykazuje
dziatanie inhibitujgce wobec drozdzy 1 wptywa na stabilnos¢ tlenowga paszy objgtosciowe]
(Kung i in., 2000). Wraz ze wzrostem SM w kiszonkach obnizata si¢ zawartos¢ kwasu
octowego, co jest cecha charakterystyczna, gdyz masa roslinna nie miata odpowiednio
wysokiej wilgotnosci do namnazania i aktywnosci bakterii produkujacych kwas octowy
(McDonald i in., 1991).
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Udziat kwasu propionowego w sporzadzonych kiszonkach byt wlasciwy wzgledem
sugerowanych wartoéci przez Kung i in. (2018) (< 1 g-kg* SM). Literatura donosi, ze
wzrost poziomu SM obniza produkcje kwasu propionowego podczas zakiszania, co
zaobserwowano w wynikach wiasnych (Kung i in., 2018). Podstawowym powodem
niskiej aktywnosci bakterii produkujacych kwas propionowy mogt by¢ fakt, ze
mikroorganizmy te namnazaja si¢ malo dynamicznie i majg obnizong tolerancj¢ na
zakwaszenie, przy niskiej wilgotnosci surowca roslinnego (Kung, Shaver, 2001). Ponadto
niektore z bakterii fermentacji mlekowej moga oddziatywa¢ hamujgco na wzrost
mikroorganizméw odpowiedzialnych za produkcje kwasu propionowego (Schwenninger,
Meile, 2004). Cickawa obserwacja, jest fakt, ze kiszonki o nizszym pH (4,45 — 4,58)
z grupy lucerny 0 h wiednigcia charakteryzowaly si¢ wyzszymi ilosciami kwasu
propionowego, gdyz produkcja tego kwasu prowadzona przez Propionibacterium spp.
ustaje przy pH rownym 4,80 (Lind, Jonsson, Schniirer, 2005).

Kiszonki wysokiej jakosci w swoim profilu fermentacji nie maja wykrywalnego
kwasu mastowego (Pahlow i in., 2003), a ilosci na poziomie 5 g-’kg™? SM, wedtug Kung,
Shaver (2001) uznawane sg za wysokie, wskazujac na aktywnos¢ Clostridium spp.
Zgodnie z Kung i in. (2018) sporzadzone kiszonki nie miaty obnizonej jakosci, a poziom
kwasu mastowego nie przekraczat 1,6 g-kg™? SM. Niskie iloéci wyprodukowanego kwasu
mastowego podczas zakiszania lucerny 24h mogly wynikaé ze wzrostu SM, czego
wynikiem byt wzrost ci$nienia osmotycznego hamujacy aktywno$¢ bakterii fermentacji
mastowej (Mills, Kung, 2002). Wyzsza zawartos¢ kwasu maslowego w wybranych
wariantach wtasnych mogta wynika¢ z niedostatecznego tempa obnizenia pH, co
dodatkowo potwierdzita wyzsza zawartos¢ kwasu octowego w tych probkach
doswiadczalnych (McDonald i in., 1991).

Etanol jest najczeSciej wystepujacym produktem fermentacji z grupy alkoholi
(McDonald i in., 1991). Obecny jest czgsto w zakiszaniu ros$lin bobowatych, a jego
optymalne zawartosci wynosza 5 — 10 gkg! SM (Kung i in., 2018). Zaden
z analizowanych wariantow kiszonek wtasnych nie uzyskat koncentracji etanolu powyzej
podanych warto$ci, co wskazuje na brak wplywu na potencjalnie nizsza jako$¢ pasz
1 moze wskazywaé na ograniczenie aktywnosci metabolicznej drozdzy w kiszonkach
(Kung, Shaver, 2001).

Wedlug Muck, Kung (1997) kiszonka o wlasciwym przebiegu fermentacji
1 wysokiej jakosci paszowej powinna charakteryzowac si¢ stosunkiem kwasu mlekowego

do kwasu octowego w zakresie od 2,5 do 3,0, ktorej nie uzyskano dla zadnej ze
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sporzadzonych  kiszonek w niniejszych  badaniach. Swiadczyé to moze
o niewystarczajacej ilosci kwasu octowego jaka zostata wyprodukowana podczas procesu
fermentacji (Schmidt i in., 2017). W nastepstwie kiszonki takie mogg by¢ mniej stabilne
tlenowo (Kung i in., 2018).

Procesy proteolityczne zachodzace podczas fermentacji prowadza do zmian
zwigzkow azotowych w kiszonkach, gléwnie wzrostu azotu rozpuszczalnego i N-NH3
(Kung i in., 2018). Wysoka koncentracja N-NH3z (> 120 g do 150 g-kg™? Nogomny) jest
wynikiem nadmiernej degradacji BO, spowodowanej powolnym zakwaszaniem masy
roslinnej, a przede wszystkim dziataniem Clostridium spp. (Kung, Shaver, 2001).
W wynikach wiasnych tylko warianty kiszonek z lucerny 12 h wiednigcia z dodatkiem
0 g, 0,5 g i lg suchego lodu charakteryzowaty si¢ zawarto$ciag N-NHz na poziomie
powyzej 120 gkg? Nogomy. Ogolnie rzecz biorae kiszonki o nizszej SM majg wyzsza
koncentracja N-NHs (Kung, Shaver, 2001), czego nie zaobserwowano w badaniach
wlasnych poréwnujac grupe kiszonek z lucerny po 0 h i 12 h wigdnigcia.

W nastgpstwie przeprowadzonej analizy statystycznej nalezy stwierdzié, ze
zastosowanie suchego lodu w zakiszaniu lucerny niezaleznie od zawarto$ci SM nie
wptyneto na przebieg fermentacji. Odnotowane roznice wynikaly tylko 1 wylacznie
z wplywu przewigdnigcia lub tez byly efektem interakcji obu czynnikow
doswiadczalnych. W poszczegodlnych wariantach kiszonek zaobserwowano dwa modele
fermentacji opisane wczesniej przez Huhtanen i in. (2003). Grupa kiszonek z lucerny Oh
prezentowala ekstensywng fermentacje z wysokim poziomem kwasu mlekowego przy
stosunkowo niskim poziomie LKT, ale jednak koncentracja N-NHs byta na optymalnym
poziomie. W kiszonkach z lucerny 12 h i 24 h wiednigcia stwierdzono ograniczong
fermentacje¢ z niska zawartos$cig kwasu mlekowego i posrednig lub wysoka pozostatoscia
resztkowego WSC, odpowiednio dla grupy. Nie stwierdzono ostatniego typu fermentaciji,
wskazujacego wtdrng fermentacje z wysokim pH 1 wysokg zawartoscig N-NHz oraz LKT
(Huhtanen i in., 2003). Uzyskane r6znice w profilu fermentacji wskazujg na nizsza jako$é
kiszonek z lucerny 12 h ze wzgledu na wysokie pH, wysoka zawartos¢ N-NHs przy
niskiej zawarto$ci kwasu mlekowego. Kiszonka z lucerny 24 h uzyskata posrednia jakos¢,
gdyz przy niskiej zawartosci kwasu mlekowego 1 wysokim pH, koncentracja N-NH3 byta
niska, co wskazywalo na ograniczony rozktad BO, a jednoczes$nie proby z tej grupy miatly
najnizsze ilosci kwasu mastowego. Niepokojacym byt jedynie niski poziom kwasu
octowego, ponizej wartosci rekomendowanych w literaturze (Kung 1 in., 2018).

Najkorzystniejsze parametry fermentacji uzyskaty kiszonki sporzadzone z lucerny Oh,
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ktérych warto$ci analizowanych cech byty zgodne z optymalnymi podanymi w literaturze
(Kung, Shaver, 2001; Kung i in., 2018). Nalezy podkresli¢ takze, ze nizsze zawartos$ci
produktow fermentacji sg typowe przy wyzszej SM (Muck, Kung, 1997).

Brak wplywu dodatku suchego lodu na tempo i zakres fermentacji moze
potencjalnie wynika¢ ze zbyt niskich dawek, jak i réwniez strat podczas aplikacji
1 koncowego zageszczenia do momentu zamkni¢cia mikrosiloséw. Zasadniczo dodatek
suchego lodu w temperaturze zakiszania powinien przej$¢ w forme¢ gazowa i wypetni¢
wolne przestrzenie CO, zamiast obecnego powietrza, a to z kolei powinno skroci¢
tlenowg faze fermentacji. W profilu fermentacji kiszonek nie stwierdzono wplywu
omawianego czynnika do§wiadczalnego.

Podwyzszenie suchej masy lucerny jako czynnika bylo zgodne z zaleceniami
literaturowymi, popartymi praktyka kiszonkarska. W produkeji kiszonek z lucerny zaleca
si¢, aby zielonka byta przewiednigta przed zakiszeniem w celu poprawy jakos$ci produktu
koncowego. Proces wigdnigcia sprzyja fermentacji mlekowej, minimalizujgc proteolize

i wzrost bakterii wtornej fermentacji (Dawson, Ferris, Steen, Gordon, Kilpatric, 1999).

7.3.2.  ZwiazKki azotowe zielonek i kiszonek

Wedhug Fijatkowska i in. (2015) proteoliza jest dodatnio zwigzana z proporcja
biatka rozpuszczalnego w roslinach bobowatych, a wartosci te w badaniach wtasnych
wzrastaty wraz ze wzrostem SM. Pierwsze przemiany proteolityczne BO stwierdzono
w niniejszych badaniach juz na etapie wigdnigcia, a ich zakres byl zr6znicowany
w zalezno$ci od dhugosci procesu (Edmunds i in., 2014; Hartinger i in., 2019). Zielonka
z lucerny po $cieciu powinna zawiera¢ TP w zakresie od 70.2 do 85.0% BO, a materiat
przewigdnigty od 64,2% do 82,9% BO (Guo i in., 2008; Purwin i in. 2014b). Wedlug
srednich warto$ci podanych w literaturze tylko zielonka z lucerny Oh w badaniach
wlasnych uzyskata zadowalajaca koncentracjg TP. Uzyskane wyniki wlasne na jeszcze
nizszym poziomie w lucernie 24 h wskazywaly na szerszy zakres proteolizy i nizsza
jakos$¢ BO zielonki (Fijatkowska i in., 2015). Guo i in. (2008) zgtosili TP na poziomie
84,7% BO dla lucerny $wiezej i 82,9% BO dla przewiednigtej (10 h), natomiast w pracy
Grabber (2009) bylo to 71,2% BO dla zielonki nieprzewiednietej. Zbiezny wynik
uzyskali Li 1 in. (2018a) (71,7% BO) w zielonce z lucerny przewigdnietej. [los¢ TP
w lucernie przewigdnigtej jest $cis§le uwarunkowany czasem wiednigcia 1 intensywnoscia
procesu (Guo i in., 2008; Hartinger i in., 2019). W badaniach Sousa i in. (2020) podczas

6 h wiednigcia nie stwierdzono wplywu wzrostu SM na zmiany w koncentracji TP
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i frakcji PB1 oraz PC, natomiast wzrosta frakcja PB2. W badaniach wiasnych jednak
udziat frakcji PA2 byt wyzszy niz w badaniach Sousa i in. (2020). Zaobserwowany wzrost
frakcji PB2 w zielonkach wtasnych mozna uzna¢ za korzystny i sprzyjajacy jakosci BO
lucerny, gdyz cze$¢ rozpuszczalnego TP zostala przeksztatcona do frakcji wolno
degradowalnej w zwaczu (Edmunds i in., 2014).

Wzrost frakcji PA2, ktéra w duzej czgéci obejmuje produkty proteolizy jest zalezny
od czasu i intensywno$ci wiedniecia (Edmunds i in., 2014; Sousa i in., 2020).
W niniejszym badaniu lucerna wiedta w tempie 1,03 jednostki % SM-h%, co nalezy uzna¢
jako powolne oddawanie wody z komorek roslinnych. Sousa i in. (2020) uzyskali
trzykrotnie szybsze tempo wiednigcie lucerny z szybkoscig wzrostu o 3,1 jednostki %
SM-h. Typowe tempo wiedniecia zielonek wynosi od 0,58 do 2,30 jednostki % SM-h!
(Edmunds i in. 2014; Hartinger i in., 2019). Bioragc pod uwage czas i intensywnos¢
wiedniecia lucerny w badaniach wilasnych, mozna przypuszczaé, ze czes$¢
rozpuszczalnego BO zostala zwigzana z NDF. Wyjasnialoby to wzrost frakcji PB2
w zielonkach whasnych (Sousa i in., 2020).

Najmniejszy udziat w BO zielonek stwierdzono dla frakcji PA1, ktorej wartosci
byty zgodne z McDonald i in. (1991) (< 1%), co jest cechg charakterystyczng zielonek
(Fijatkowska 1 in., 2015). Cze$¢ BO frakcji PB1 stanowi zawsze najwickszy udziat
w zielonkach, co rowniez potwierdzono w wynikach wiasnych (Purwin i in., 2014b).
Uzyskana koncentracj¢ tejze frakcji w zielonkach nalezato uzna¢ za wysoka, Grabber
(2009) stwierdzit srednio 52,30% BO w zielonce z lucerny, co bylo warto$cig posrednig
wzgledem wynikow wilasnych. Thers i in. (2021) dla motylkowatych (koniczyna
czerwona, koniczyna biala, lucerna) i traw (Zycica trwata, kostrzewa takowa), zglosili
ilosci frakcji PB1, na poziomie 40,60 — 48,60% BO.

Uzyskane wartosci NDICP w pracy Purwin i in. (2014b) dla lucerny §wiezej (9,61%
BO) byly ponad 2,5 razy wyzsze wzgledem wynikoéw wlasnych dla zielonki z lucerny
0 h. Jeszcze wyzsza koncentracje NDICP zgtosili Coblentz i in. (2008) w zakresie 12,20
—14,80% BO i 9,00 — 18,70% BO. W prezentowanych badaniach jedynie zielonka 24 h
uzyskala wartosci zblizone. Dotychczas thumaczono rozbieznosci w zawarto$ci NDICP
jako wypadkowga udziatu TP w nierozpuszczalnej pozostatosci NDF 1 koncentracji NDF
w materiale ro§linnym (Coblentz i in., 2008). Przy ocenie jakosci BO nalezy pamigtac,
ze wyzsze zawarto$ci NDICP przy stosunkowo niskich udziatach ADICP sg korzystne,
gdyz roznica tych dwoch frakcji stanowi udzial warto§ciowej frakcji PB2 (Higgs i in.,

2015; Van Amburgh i in., 2015).
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Ostatnig z frakcji biatkowych wedtug systemu CNCPS v 6.5 jest frakcja PC, ktorej
udziat bezposrednio warunkuje zawartosci ADICP (Higgs i in., 2015; Van Amburgh i in.,
2015). Wedtug Fijatkowska i in. (2015) $rednia ilos¢ ADICP w lucernie $wiezej wynosi
4,80 — 6,86% BO, na podstawie czego nalezy wnioskowa¢ o wysokiej jakosci BO
zielonek do$wiadczalnych nawet po 24 h wiednigcia. Zbiezne z wynikami wlasnymi
rezultaty dla ADICP przedstawit Grabber (2009) dla lucerny $wiezej (2,80% BO).
Zielonka 24 h w badaniach wlasnych miata warto$ci porownywalne do wynikow dla
lucerny $wiezej w badaniach Purwin i in. (2014b) (6,86% BO). Wzrost ADICP podczas
wiednigcia moze wynika¢ z wystapienia uszkodzen termicznych zielonki, w efekcie
czego indukowana zostaje kaskada reakcji Maillarda 1 wzrasta zawarto$¢ tej czesci BO
(Coblentz i in., 2010), jednak w badaniach wlasnych wigdnigcie zachodzito
w temperaturze nie przekraczajacej 25°C.

Proces zakiszania obnizyt zawarto$¢ TP czemu towarzyszyt w ocenie CNCPS v 6.5
wzrost udziatu frakcji PA1 i PA2 oraz obnizenie udzialu PB1 (Thers i in., 2021).
Degradacje¢ TP podczas zakiszania mozna ograniczy¢ poprzez szybkie obnizenie pH
(Fijatkowska i in., 2015) i wtasnie takie dziatanie potencjalnie mogto zaj$¢ w probach
kiszonek z wyzszymi udziatami suchego lodu (1 g i 2 g) w lucernie 0 h. Zmiana
srodowiska gazowego masy roslinnej w wyniku wprowadzenia suchego lodu (Nussbaum,
1996) mogta pozwoli¢ na skrocenie fazy tlenowej procesu fermentacji, co zahamowato
dziatalno$¢ roslinnych proteaz i pomimo wysokich strat TP podczas wigdnigcia to
kiszonki z lucerny o najwyzszej SM (24 h) uzyskaly najwyzsza koncentracjg TP.

Guo i in. (2008) uzyskali TP na poziomie 31,60% BO, podobnie Ke i in. (2018)
zglosili 30,40% BO, a w kolejnych badaniach zespotu Ke i in. (2022) koncentracja TP
byta jeszcze nizsza (26,90% BO). Zblizong do wartosci wlasnych uzyskanych
w wariancie kiszonki z lucerny po 24 h z dodatkiem 1 g i/lub 2 g suchego lodu podali
Yuan i in. (2017), gdzie kiszonka z lucerny uzyskata TP w ilosci 40,10% BO. Podobnie
zespOt Dong i in. (2019) zgtosili 46,10% BO. Badania Hartinger i in. (2019) potwierdzaja
pozytywny wptyw wiednigcia na poprawe jakosci BO kiszonki z lucerny niezaleznie od
stosowania innych dodatkow kiszonkarskich.

Na podstawie przytoczonych wartosci TP dla kiszonki z lucerny uzyskane wyniki
wilasne dla wariantow 12 h oraz 24 h z dodatkiem 1 g i/lub 2 g suchego lodu, nalezy uzna¢
za zadowalajace. Ponadto uzyskane w tych probach kiszonek wartosci TP wskazuja na
wplyw suchego lodu na ograniczenie proteolizy podczas zakiszania lucerny. Zwykle

ograniczenie degradacji TP jest przypisywane dezaktywacji proteaz z powodu niskiego
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pH, okoto 4,0 — 5,0 (Jones, Muck, Hatfield, 1995). Jednak koncowe pH wyzej
wymienionych kiszonek doswiadczalnych byto wyzsze. Brzoska, Pieszka, Sala (1999) do
czynnikbw ograniczajacych proteolize poza zakwaszeniem masy, zaliczyli takze
zwiekszenie SM surowca przed zakiszeniem i dobre zageszczenie zielonki zapobiegajace
procesom tlenowym i wzrostowi temperatury podczas fermentacji. Potwierdzaja to
obserwacje Makoni, Broderick, Muck (1997), ktorzy zakiszajac lucerng w atmosferze
zmodyfikowanej, w warunkach obnizonej zawartosci tlenu, wykazali obnizenie udziatu
NPN w kiszonce jako wskaznika przemian proteolitycznych. Przyczyng uzyskanych
wynikow wilasnych poza wptywem dodatku suchego lodu bylo réwniez podwyzszenie
osmolarnosci $rodowiska co obnizylo aktywno$¢ enzymow proteolitycznych (Hoedtke
i in., 2010; Owens i in., 1999).

Analizowana w kiszonkach doswiadczalnych frakcja PAl byla zgodna
z doniesieniami Kung i in. (2018) dla kiszonek z lucerny 0 h i 24 h. Najwyzsze wartosci
uzyskane w grupie kiszonek z lucerny 12 h wskazywalo na najwickszy zakresie
deaminacji, ktorej jednym z produktéw koncowych byt N-NHj3 (Fijatkowska i in., 2015;
McDonald i in., 1991). Na ogot wyzsza koncentracj¢ PA1 powinny mie¢ kiszonki
o wyzsze] wilgotnos$ci, ze wzgledu na intensywniejsze przemiany w pierwszym okresie
fermentacji i wigksza aktywnos$¢ proteolityczng Clostridium spp. (Kung i in., 2018).

Zakres przemian proteolitycznych jakie zaszly w kiszonkach do$wiadczalnych
odzwierciedla stopien przeksztalcenia czgsci frakcji PB1 do PA2, co zostalo juz
wczesniej opisane w literaturze (Grabber, Coblentz, 2009; Guo i in., 2008; Lazarevi¢
I in., 2023). Zaobserwowane zalezno$ci wpltywu czynnikow do$wiadczalnych na
ograniczenie proteolizy byly zgodne z uzyskanymi proporcjami w wartosci frakcji
biatkowych. Przedstawione wyniki wtasne w grupie kiszonek z lucerny 24 h niezaleznie
od poziomu dodatku suchego lodu mialy wartosci zadowalajace dla frakcji PA2, na co
wskazujg wyniki Liiin. (2018a), ktoérzy odnotowali udziat tej frakcji na poziomie 43,40%
BO dla kiszonki z lucerny. Pozostate wyniki wtasne, dla kiszonek 0 h i 12 h byty wysokie
1 $wiadczy¢ mogly o znaczacej degradacji TP do prostszych form o wyzszej
rozpuszczalno$ci, ktore charakteryzuja si¢ szybkoscig rozkltadu w zwaczu na poziomie
do 40%-h* (Van Amburgh i in., 2015).

W kiszonkach doswiadczalnych koncentracja frakcji PB1 byla poréwnywalna do
udziatu frakcji PA2 w kiszonkach sporzadzonych z lucerny 24 h, co moglo sugerowac
wyzszg jakos¢ BO (Li 1 in., 2018a). Frakcja PB1 charakteryzuje si¢ wysoka

biodostepnoscia, ze wzgledu na posrednia rozktadalnoéé zwaczowa (3 —20%-h) i dobra
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dostepnoscig jelitowa (Van Amburgh i in., 2015). Uzyskane wyniki frakcji PB1 w grupie
0 najwyzszym zakresie proteolizy, tj. w kiszonkach z lucerny 0 h, byly zblizone
z warto$ciami podanymi przez Li i in. (2018a) dla kiszonki z lucerny. Zatem pozostate
dwie grupy kiszonek (12 h i 24 h) nalezato okresli¢ jako pasze o wyzszej jakosci BO.
Rezultaty badan wtasnych dla grupy kiszonek z lucerny 12 h byly zblizone do wynikow
badan Chrenkova i in. (2012), w ktorych dla kiszonki z lucerny frakcja PB1 stanowita
32,10% BO. Zwykle w kiszonkach z lucerny frakcja ta ma mniejszy udziat, jak na
przyktad 14,60% BO w badaniach Guo i in. (2008), 19,80% BO (Grabber, Coblentz,
2009), 20,60% (Hartinger i in., 2019) do 27,00% BO w pracy Sousa i in. (2020).

Zgodnie z Hymes-Fecht i in. (2013) kiszonki z lucerny zwykle uzyskujg najnizsze
zawartosci frakcji PB2, co potwierdzajg réwniez wyniki Grabber, Coblentz (2009),
a takze badania Hartinger i in. (2019), w ktorych to kiszonki z lucerny niezaleznie od
stopnia przewiednigcia uzyskaly wartosci w zakresie od 0,00 do 0,20% BO. W BO
kiszonek wiasnych frakcja PB2 rowniez stanowila najmniejszg czg$¢ (Licitra i in., 1996).
Porownywalne z wynikami wlasnymi rezultaty dla kiszonki z lucerny zgtosili Guo i in.
(2008) (3,26% BO), a takze Sousa i in. (2020) (3,80% BO). Wyzsze wartosci uzyskali Li
i in. (2018a), na poziomie 7,52% BO. Pomimo najnizszego udziatu frakcja ta jest bardzo
istotna ze wzgledu na ograniczona degradacje w zwaczu (1 — 18%h?) i wysoka
dostepnos¢ jelitowa (Van Amburgh i in., 2015). Niskie udzialy PB2 posrednio
warunkowane sg poziomem frakcji PC, ktora w swoim sktadzie zawiera produkty reakcji
Maillarda (Licitra i in., 1996).

Zgodnie z wynikami badan Guo i in. (2008) po zakiszeniu zaobserwowano wyzszy
udziat frakcji PC w stosunku do zielonek, co mogto by¢ spowodowane akumulacja ciepta
w masie roslinnej podczas fermentacji. Uzyskane wyniki dla frakcji PC w kiszonkach
doswiadczalnych nalezy uzna¢ za posrednie wzgledem danych literaturowych, ktore
mieszczg si¢ w szerokim zakresie od 1,71% do 10,50% BO (Grabber, 2009; Grabber,
Coblentz, 2009; Hymes-Fecht i in., 2013; Schwab i in., 2003; Sousa i in., 2019). Guo
I in. (2008) zgtosili jeszcze wyzsze wyniki, mianowicie 12,30% BO, a Li i in. (2018a)
donosza o zawarto$ci PC w zakiszonej lucernie na poziomie 14,80% BO. Nizsze
zawartosci PC w kiszonkach wiasnych wskazujg na potencjalnie wyzsza strawno$s¢ BO
(Broderick i in., 2001).

Podsumowujac ocen¢ sktadu BO lucerny zakiszanej z dodatkiem suchego lodu
nalezy stwierdzi¢, ze pierwsze przemiany proteolityczne zaszly juz podczas wigdnigcia

zielonek, a ich zakres wynikat z dtugosci 1 intensywnos$ci oddawania wody przez komorki
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ros§linne. Stwierdzone proporcje frakcji bialkkowych w zielonkach byty zgodne
z wezesniejszymi doniesienia i charakterystyczne dla uzyskanego materiatu roslinnego.
Zakiszanie lucerny przewiednietej z dodatkiem suchego lodu na poziomie 1 g i/lub 2 g
pozwolito uzyskac¢ korzystniejszy sktad BO o wyzszej jakosci paszowej (Broderick,
2018). Uzyskane wyniki i przeprowadzona analiza sugerowaty, ze zastosowanie suchego
lodu jako Zrédta CO2 w celu modyfikacji atmosfery zakiszanej lucerny mogto skutecznie
ograniczy¢ oddychanie komoérkowe lucerny i1 liz¢ komoérek podczas zakiszania co

pomoglo w ograniczeniu proteolizy (Makoni i in., 1997).

7.3.3. Rozkladalno$¢ zwaczowa in vitro zielonek i kiszonek

Roznice w zakresie i tempie rozktadu SM i1 BO in vitro w przeprowadzonym
doswiadczeniu wynikaty najprawdopodobniej z faktu, ze wiednigcie i dodatek suchego
lodu miaty wplyw na dostep mikroorganizmow do sktadnikéw pokarmowych kiszonek
w plynie zwacza (Hashemzadeh-Cigari, Khorvash, Ghorbani, Taghizadeh, 2011).
Z drugiej strony moglo by¢ to wynikiem zmiany tempa proliferacji drobnoustrojow i ich
aktywnosci podczas procesu fermentacji (Hashemzadeh-Cigari i in., 2011). Wyzsza
rozktadalno$¢ SM i BO kiszonek wzgledem zielonek wynika¢ mogta ze zmian jakie
zaszly podczas fermentacji 1 wzrostu ilo$ci tatwo strawnych sktadnikéw pokarmowych
(Damborg i in., 2018).

Stwierdzone w wynikach wilasnych istotne réznice w sktadzie weglowodanow
strukturalnych wptynety na kruchos¢, jak 1 rozktad wielkosci czastek paszy, co z kolei
wplyneto na rozktadalno$¢ zwaczowa SM (Eisenhardt i in., 2009). Jako substrat do
fermentacji mikroorganizmow zwaczowych wykorzystywany jest N, pochodzacy z paszy
1 energia zawarta w weglowodanach strukturalnych frakcji NDF oraz ADF. Im wyzsza
zawarto$¢ energii 1 BO w kiszonce, tym efektywnos$¢ rozktadu, trawienia paszy przez
mikroorganizmy zwaczowe jest wigksza (Camacho i in., 2010). Jednak w badaniach
wlasnych zaobserwowano, ze najwyzszg ilosciag SM roztozonej w zwaczu stwierdzono
w grupie kiszonek z lucerny po 0 h wiednigcia (71,24%), ktora zawierata najmniej
hemicelulozy (31,80 g-kg™ SM) i celulozy (229,6 g-kg™ SM) w poréwnaniu do Kiszonek
z lucerny po 12 h i 24 h przewigdnigcia (66,36% i 66,80%, odpowiednio). W kiszonkach
z lucerny 0 h odnotowano najwyzsza rozktadalno$¢, gdyz srednia zawarto$¢ ligniny byta
najnizsza (28,89 g-kg! SM) w stosunku do pozostatych grup 12 h i 24 h wiedniecia (59,59
g i 56,90 g-kg? SM, odpowiednio). Obnizenie iloéci roztozonego BO w zwaczu jest

pozytywnym aspektem, ktéry pozwala na pasaz wigkszej ilosci skladnikow
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pokarmowych kiszonek do dalszych cze$ci ukladu pokarmowego, co jest istotne
w przypadku efektywnosci wykorzystania pasz u przezuwaczy (Repetto i in., 2011;
Purwin i in., 2014a).

Rozktad in situ w zwaczu SM kiszonki z lucerny zostat zbadany miedzy innymi
przez zespot Zhang i in. (2009), ktorzy zglosili wartosci na poziomie 63,79% po 48 h
inkubacji, co bylto zblizone do wynikoéw wiasnych dla kiszonek z lucerny 12 h i 24 h bez
dodatku suchego lodu, jak i z dodatkiem 0,5 g i 2 g suchego lodu. Warianty kiszonek
do$wiadczalnych z podanych grup z dodatkiem 1 g suchego lodu uzyskaty wyzsze ilosci
dla rozktadalnosci SM po 48 h inkubacji. Porownywalne do wybranych wynikow
wlasnych ilosci roztozonej SM dla samodzielnie zakiszonej lucerny zgtosili Purwin i in.
(2014a), byto to 65,60% po 48 h inkubacji in situ. Rezultaty te byty zbiezne z kiszonkami
sporzadzonymi z lucerny po 12 h i 24 h wiednigcia. Kiszonka przygotowana z lucerny
0 h wiednigcia charakteryzowala si¢ wyzszym stopniem rozktadalnosci SM, ktorej
stwierdzone wartosci byly porownywalne z wynikami badan zespotu Xue i in. (2020a),
jak i kolejnych badan Xue i in. (2020b). W cytowanych badan okreslono degradacj¢ in
vitro SM kiszonki z lucerny z kupkoéwka pospolita na poziomie 65 — 71% i 68 — 74%,
odpowiednio. W badaniach Purwin i in., (2014a) wartosci podane dla rozktadalno$ci BO
po 48 h inkubacji (71,50%) byt zblizone do wilasnych dla kiszonek z lucerny 0 h
z dodatkiem 2 g suchego lodu, wariantow 12 h z dodatkiem 1 g i/lub 2 g suchego lodu
oraz kiszonki z lucerny 24 h z dodatkiem 1 g i/lub 2 g suchego lodu. Pozostate warianty
doswiadczalne charakteryzowaly si¢ wyzsza rozkladalnoscig BO w porownaniu
wynikoéw podanych przez Purwin i in. (2014a). Mustafa, Christensen, McKinnon (2000)
ocenili rozktadalno$¢ kiszonki z lucerny przy zastosowaniu techniki in situ, rozktadalno$é¢
SM byta rowniez porownywalna do wynikéw wilasnych, wynosita 66,40%. Natomiast
degradacja zwaczowa BO byta znacznie wyzsza i wynosita 87,90%. W badaniach
wlasnych zaprezentowano zakres wartosci od 68,00% do 79,00% BO roztozonego in
vitro w czasie 48 h inkubac;ji.

Podczas wiednigcia lucerny zwigksza si¢ czgs¢ BO nalezacego do frakcji
rozpuszczalnej 1 zwigksza udzial frakcji potencjalnie ulegajacej rozktadowi w zwaczu
(Hristov, Sandev, 1998; Makoni i in., 1997). W przypadku mieszaniny lucerny z trawami
Campbell, Buchanan-Smith (1991) roéwniez odnotowali nizszg rozktadalnos¢ BO
w zwaczu dla przewigdnigtego materiatu roslinnego w poréwnaniu do kiszonek
sporzadzonych z zielonek $wiezych. Pordwnywalny wplyw wigdnigcia na zmiany

w rozktadalnosci BO wykazali Petit, Tremblay (1992). W kiszonkach z lucerny 0 h
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wyzszg ilo§¢ BO roztozonego po 48h inkubacji, mozna wytlumaczy¢ rOwniez najwyzsza
zawarto$cig frakcji PA2, ktora charakteryzuje si¢ zaraz po frakcji PA1 najwyzszym
wskaznikiem degradacji (10 — 40%-h) (Van Amburgh i in., 2015). Pozostate grupy
kiszonek z lucerny 12 h i 24 h uzyskaly statystycznie nizsza ilo$¢ frakcji PA2, przy
jednoczes$nie wyzszej zawartosci BO nalezacego do frakcji PB1, ktorej znaczna cze$¢
przechodzi do trawienia jelitowego (Higgs i in., 2015). Posrod analizowanych frakcji
CNCPS v 6.5 najwyzszym wskaznikiem degradacji (200 %-h™) charakteryzuje sie frakcja
PA1, w calosci fermentowana przez mikroorganizmy zwacza, ktorej najwieksze ilosci
uzyskano w grupie kiszonek z lucerny 0 h i 12 h. Jednak rdéznice w koncowej
rozktadalnosci in vitro BO miedzy grupami kiszonek z lucerny 12 h i 24 h nie byly
znaczne (71,44% i 71,25%, odpowiednio), a wythumaczy¢ mozna byto to faktem, ze nie
stwierdzono migdzy tymi grupami istotnych réznic w pozostatych frakcjach BO (Higgs
i in., 2015; Van Amburgh i in., 2015).

Badania wcze$niejsze okreslity szereg wlasciwosci fizykochemicznych roslin
stragczkowych, w tym réwniez lucerny, ktoére wptywaja na wzorce degradacji sktadnikow
pokarmowych w zwaczu. Wykazano wyzZsze tempo przejscia przez zwacz Swiezej
lucerny w pordéwnaniu do nieprzewiednigtej zielonki z traw. Czasteczki kiszonki
z lucerny rozktadajg si¢ szybko, tak ze pomimo duzej szybkos$ci przejscia przez zwacz,
w zwaczu znajduje si¢ duzy udziat czastek o $rednicy mniejszej niz 2 mm (Dewhurst
i in., 2003; Wilson i Kennedy, 1996). Jednakze wysoki wspotczynnik pasazu
1 nieodigcznie nizsza strawnos$¢ kiszonki z lucerny tacznie dajg nizszy stopien
efektywnosci wykorzystania skladnikow pokarmowych paszy, ktore przektadajg sie
nastgpnie na nizsze efekty produkcyjne zwierzat. Zgodnie =z badaniami
przeprowadzonymi przez Dewhurst i in. (2003) efektywnos¢ energetyczna
drobnoustrojow zwaczowych byta najwyzsza dla kiszonki z lucerny, pomimo znacznie
nizsze stopnia rozktadu MO, co doprowadzito do ogolnej niskiej konwersji N
rozktadalnego w zwaczu do N mikrobiologicznego.

Reasumujac uzyskane wyniki analizy rozktadalnos$ci in vitro i kinetyka rozktadu
SM i BO kiszonek doswiadczalnych wskazuja na wpltyw obu czynnikoéw
doswiadczalnych, zarowno dodatku suchego lodu (1 g i/lub 2 g), jak i przewigdnigcia na
wyzszym poziomie (24 h). Wskazane warianty do$§wiadczalne potencjalnie moglyby
poprawi¢ efektywnos$¢ wykorzystania BO kiszonek z lucerny, co przetozyto by si¢ na
wyzsza dostepno$¢ sktadnika w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Uzyskane

roéznice w iloSci roztozonej SM i BO, jak i rowniez dysproporcje w tempie degradacji
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wynika¢ moga ze zmiany warunkéw gazowych masy roslinnej podczas procesu
fermentacji, a takze ograniczenia proteolizy w lucernie przewiednigtej z wyzszymi
poziomami suchego lodu. Zaleznos$ci te zaobserwowano w grupie kiszonek z lucerny po
0 h wiedniecia, w ktorej to stwierdzono najszerszy zakres proteolizy, wskazujac na
najwyzszy udziat frakcji PA1 i PA2 w stosunku do pozostatych grup, przy jednoczes$nie
najwyzszej $redniej koncowej ilosci roztozonego in vitro BO. Najnizsza rozktadalnos¢
zwaczowg in vitro BO stwierdzono w kiszonkach z lucerny 24 h, w ktorych stwierdzono
najwyzszg zawarto$¢ TP. Mniejsza ilo$¢ roztozonego BO poza hamujacym dziataniem
czynnikdéw doswiadczalnych na przemiany proteolityczne, mogla wynika¢ z wigkszego
udziatu frakcji ADICP (Mustafa i in., 2000; Edmunds i in., 2012; Purwin i in., 2014a).
Ponadto roznice w sktadzie weglowodanow strukturalnych réwniez mogly posrednio na
zakres i tempo rozktadu sktadnikéw pokarmowych. W kiszonkach z lucerny 12 hii 24 h
stwierdzono najnizsze rozktadalnosci koncowe SM, co bylo by¢ wynikiem znacznie

wyzszej koncentracji ligniny w stosunku do kiszonek z lucerny 0 h.

7.3.4. Mikrobiom kiszonek doswiadczalnych

Kiszenie opiera si¢ na aktywno$ci naturalnie wystepujacych zbiorowisk
drobnoustrojéw, obecno$¢ powietrza podczas zakiszania powoduje proliferacj¢ drozdzy,
plesni i bakterii tlenowych (Kraut-Cohen i in., 2016). Ladunek drozdzy oraz ples$ni
w kiszonkach z lucerny ro$nie wraz ze wzrostem zawartosci SM (Wang i in., 2022; Wu
I in., 2021;). Tendencj¢ te zaobserwowano takze w badaniach wtasnych dla catkowite;j
liczebnosci grzybow, a rdznice byly potwierdzone statystycznie. Calkowita liczebno$é
grzybdw uzyskana w kiszonkach doswiadczalnych nalezato uzna¢ za wysoka w stosunku
do wynikow zgloszonych przez Fijatkowska i in. (2019) w trawie zakiszonej bez
dodatkow (ponizej 4,0 logl0 liczby kopii genu-g? SM). Wyzsze wartosci liczbowe
zostaty zgloszone przez Autoréw w kiszonkach z traw z dodatkiem inokulantéw, jednak
nie przekraczaly poziomu 4,5 log10 liczby kopii genu-g? SM (Fijatkowska i in., 2019).
Kiszonki sporzadzone z lucerny 24 h wyrozniaty si¢ najwyzsza liczebnos$cig grzybow, co
potwierdza wptyw przewiedniecia oraz niedostatecznej ilosci kwasu octowego (Kung
i in., 2018).

Zastosowanie suchego lodu w badaniach wiasnych miato na celu skrocenie fazy
tlenowej fermentacji lucerny, a oczekiwanym skutkiem byta nizsza liczebnos¢ grzybow
1 drozdzy. W badaniach przeprowadzonych nad zakiszaniem kukurydzy z dodatkiem

suchego lodu Nussbaum (1996) stwierdzit brak wplywu czynnika doswiadczalnego na
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liczebno$¢ poszczegdlnych grup drobnoustrojéw zasiedlajacych kiszonke. Liczebno$é¢
drozdzy oznaczona w kiszonce z kukurydzy w pracy Nussbaum (1996) z dodatkiem
suchego lodu miata dwukrotnie wyzsze wartosci w stosunku do kukurydzy zakiszonej
bez dodatku. Literatura wczesniejsza wskazuje na przestanki, ze zamiar wyparcia tlenu
z silosu poprzez zastosowanie CO> w formie statej lub gazowej nie okazata si¢ skuteczna.

Catkowita liczebno$¢ bakterii stwierdzona w kiszonkach dos$wiadczalnych byta
poréwnywalna do wynikow przedstawionych w pracy Fijatkowska i in. (2019), ktorzy
dla kiszonki z traw z dodatkiem inokulantu stwierdzili najwyzszg liczebnos¢ bakterii (9,1
log10 liczby kopii genu-g’* SM). Hartinger i in. (2020) w kiszonce z lucerny odnotowali
zblizone warto$ci, na poziomie 9,4 10g10 liczby kopii genu-g SM. Zgodnie z literaturg
catkowita liczebno$¢ bakterii nie jest jednoznacznym odzwierciedleniem jakoS$ci
mikrobiologicznej kiszonek, a dopiero informacje o bakteriach co najmniej na poziomie
rodzaju, czy tez na poziomie gatunku, szczepu (Peng i in., 2018; Hartinger i in., 2020).
Roéznice w ilosci produktow procesu fermentacji uzyskane w kiszonkach nie wynikaty
jednoznacznie z catkowitej liczebnosci bakterii, ale z roznic struktury mikrobiomu
bakteryjnego na poziomie rodzaju (Hartinger i in., 2020).

W badaniach wlasnych stwierdzono obecnos¢ wariantow kiszonek, w ktorych
wzgledna liczebnos¢ bakterii kwasu mlekowego wynosita ponad 95% ogotu
zdefiniowanych rodzajow mikroorganizméw. W literaturze taki poziom dominacji jest
okreslany jako nieczgsty ze wzgledu na wysokie zréznicowanie Srodowiska zielonek
przed zakiszeniem (Kraut-Cohen i in., 2016). Ten poziom dominacji struktury
mikrobiomu bakteryjnego kiszonek powigzany jest zwykle z ekstremalnie kwasowym pH
1 duza iloscia kwasow kiszonkarskich. W badaniach wiasnych kiszonki z lucerny
przewigdnietej (12 h i 24 h) pomimo dominujacego udziatu bakterii fermentacji mlekowe;j
uzyskat stosunkowo niska koncentracje kwasu mlekowego i za wysokie pH wzgledem
wartosci optymalnych (Kung i in., 2018). Mozna to wytlumaczy¢ etapem przejsciowym,
w ktorym to kiszonka nie jest w pelni dojrzata w momencie wykonania analizy i/lub
skarmiania, badz tez alternatywnie moze to sugerowa¢ redundancj¢ funkcjonalng, czyli
nadmiarowos$¢ pewnych grup drobnoustrojow, ktore petnig funkcje podobne do pateczek
kwasu mlekowego. Badania Ogiy, Chen, Pasvolsky, Weinberg, Shemesh (2015)
wykazaty, ze dynamika gatunkow bakterii fermentacji mlekowej jest bardzo ztozona,
a poszczegolne szczepy sa w stanie ze sg konkurowaé, podobnie jak z innymi cztonkami

spoteczno$ci bakteryjnej i mogag zmniejszy¢ liczebnos¢ Lactobacillus plantarum,
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Lactobacillus brevis czy Lactobacillus lactis, wptywajac przy tym na wiasciwosci
fizykochemiczne kiszonek (Eikmeyer i in., 2013).

Glowne rodzaje bakterii biorgce udziat w fermentacji mlekowej podczas zakiszania
lucerny to Lactobacillus, Pediococcus, Weissella i Leuconostoc (Ni i in., 2018; Pang i in.,
2011), co zaobserwowano réwniez w strukturze mikrobiomu bakteryjnego kiszonek
wlasnych. W badaniach Yang, Wang, Zhao, Feng, Fan (2022) wykazano, ze proces
wiednigcia spowodowal zmiang¢ gléwnego rodzaju bakterii uczestniczacych
w fermentacji mlekowej w grupie kontrolnej kiszonki z lucerny z Lactobacillus na
Pediococcus. Natomiast w badaniach wlasnych zaobserwowano zmiang dominacji
Lactobacillus na Weissella w grupie kiszonek z lucerny po 12 h i 24 h wigdnigcia
z dodatkiem 0,5 g i 1 g suchego lodu.

Wedtug Kung i in. (2003a; 2003b) bakterie rodzaju Pediococcus rosng szybko
podczas zakiszania, gdy pH miesci si¢ w zakresie od 5,0 do 6,5. Uzyskane w badaniu
wlasnym wyzsze udziatu rodzaju Lactobacillus w kiszonce z lucerny 0 h, mozna
wytlumaczy¢ tym, ze bakterie te mogly by¢ bardziej konkurencyjne niz pozostate bakterie
fermentacji mlekowej w warunkach wyzszej wilgotno$ci w stosunku do grupy kiszonek
z lucerny przewiednigtej, co zaobserwowano réwniez w badaniach Yang i in. (2022).
Podobnie jak w badaniach wtasnych Yang i in. (2022) stwierdzili wyrazny udziat rodzaju
Enterococcus w kiszonce z lucerny przewiednigtej w stosunku do lucerny $wiezej.
Dominujagcym w kiszonkach wiasnych z lucerny przewiednigtej byl rowniez rodzaj
Weissella, ktory jest rodzajem heterofermentacyjnym i jest uwazany za wrazliwy
w stosunku do nizszych wartosci pH w kiszonce (Yang i in., 2019), co by ttumaczyto
nizszy udziat tego rodzaju w kiszonkach z lucerny $wiezej, ktore uzyskat nizsze wartosci
pH wzgledem kiszonek z lucerny przewiednietej. Wedlug danych zgloszonych przez
zespot Drouin, Tremblay, da Silva, Apper (2022) w pocictej zielonce przed zakiszeniem
dominowat Pseudomonas spp., ale juz po pierwszym dniu kiszenia rodzaj Weissella stat
si¢ glownym rodzajem spoteczno$ci bakteryjnej. Weissella spp. podczas fermentacji
wytwarza gtéwnie D-mleczan, kwas octowy i COz, przyczyniajac si¢ w ten sposob do
spontanicznej fermentacji kiszonki (Fessard, Remize, 2017). Ponadto z niedawnego
przegladu literatury wynika, Ze ten rodzaj bakterii moze by¢ bezpiecznie stosowany
w paszach dla zwierzat (Sturino, 2018). W lucernie o zawarto$ci SM na poziomie 270
g'kg? FM, Wang i in. (2022) zaobserwowali, Ze po trzech dniach kiszenia bakterie
rodzaju Weissella stanowity mniej niz 10% calkowitej populacji, podczas gdy

Lactobacillus byt obecny przy wysokim udziale, okoto 40%. Wsrdd ostatnich badan
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mikroflory kiszonki z lucerny kilka wykazato, ze rodzaje Weissella i Pediocccus czesto
wystepuja bardzo obficie na wczesnych etapach fermentacji (Ogunade i in., 2018a;
Ogunade i in., 2018b; Yuan i in., 2020). W niniejszych badaniach wtasnych oba rodzaje
byty obecne po 90 dniach kiszenia. W kiszonkach z grupy lucerny 12 h Weissella spp.
stanowit od 31,07 do 53,74% spotecznos$ci bakteryjnej, co nalezato uznaé za wysokie
wartosci. Dla porownania Drouin i in. (2022) zglosili udziat tego rodzaju bakterii na
poziomie 45% w probach kontrolnych po 64 dniach fermentacji. Wedlug Zhang i in.
(2018) na obecnos¢ tego rodzaju wpltywa wiele czynnikow, w tym poziom SM lucerny,
temperatura inkubacji prob. Wyniki sekwencjonowania amplikonu wykazaly, ze rodzaj
Weissella stanowit okoto 25% w probkach inkubowanych w temperaturze 30°C, a takze
w wyniku spadku temperatury do 20°C odnotowano brak tego rodzaju w kiszonkach
(Yang i in., 2022). Zmiany temperatury podczas fermentacji w kiszonce wynikaé tez
moga z zakiszanego surowca, poziomu SM, zastosowania dodatkoéw, jak 1 wptywu
czynnikoéw otoczenia (Kung i in., 2018).

Wczesniejsze badania Ogunade i in. (2018a; 2018b) oraz Yang i in. (2019)
wykazaty pozytywny wplyw rodzaju Lactobacillus na wiasciwosci fermentacyjne
kiszonki z lucerny, w tym na obnizenie pH, wyzsza produkcj¢ kwasu mlekowego
1 hamowanie produkcji kwasu mastowego oraz N-NHs, czego nie potwierdzity w calosci
badania wiasne. W grupie kiszonek z lucerny $wiezej o najwyzszym udziale bakterii
rodzaju Lactobacillus uzyskano najnizsze pH i najwyzsza koncentracja kwasu
mlekowego, 1los¢ powstatego kwasu mastowego byla ograniczona, jednak kiszonki te
charakteryzowaty si¢ jednoczes$nie najwyzszg zawartoscig N-N-NHs. Lactobacillus spp.
jest uwazany za jednego z glownych producentow kwasu mlekowego w kiszonce
1 odgrywa wazng role w obnizaniu pH i1 hamowaniu wzrostu mikroorganizméw
proteolitycznych podczas zakiszania (Cai, Benno, Ogawa, Ohmomo, Kumai, 1998).
Chociaz Leuconostoc jest rowniez uwazany za glowny rodzaj biorgcy udziat
w fermentacji mlekowej podczas kiszenia, w tym badaniu wystgpowal w niewielkiej
ilosci w kiszonkach z lucerny §wiezej i po 24 h wigdnigcia w zbiorowiskach bakterii
ponizej 1% (Yang i in., 2022).

Lucerna jest rosling trudng do fermentacji, dlatego jesli ilos¢ lub aktywnos$¢ bakterii
fermentacji mlekowej nie jest wystarczajagca do zapoczatkowania procesu, moga
rozwing¢ si¢ Clostridium spp. i obnizy¢ jakos$¢ kiszonki. Ponadto proces wigdnigcia
lucerny moze zwigksza¢ liczbe drozdzy i powodowaé niestabilnos¢ tlenowa (Lin 1 in.,

1992). Kazda modyfikacja podczas procesu fermentacji lucerny moze doprowadzi¢ do
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punktu, w ktérym poziom kwasowosci jest wystarczajaco wysoki aby otworzyc
specyficzne nisze metaboliczne dla réznych gatunkow mikroorganizmoéow, ale takze
ograniczajgc funkcje metaboliczne dotychczas rozwinigtych gatunkow i zmniejszy¢ ilo§¢
produkowanych przez nie bakteriocyn (Ge, Kang, Ping, 2019). Nastepstwem moze by¢
wzrost bakterii Clostridium spp., co zaobserwowano w badaniach wtasnych dla kilku
wariantow, a w najwickszym stopniu dla kiszonki z lucerny 0 h bez dodatku suchego
lodu. Bakterie rodzaju Clostridium wystepuja gtéwnie w kiszonkach z bobowatych nie
poddanych wczesniej wigdnigciu, zanieczyszczonych glebg lub obornikiem 1 moga
powodowaé proteolizg, wytwarza¢ toksyczne aminy biogenne oraz mie¢ dzialanie
toksyczne na organizm zwierzgcy (Queiroz i in., 2018). W zwiazku z tym obecno$¢
bakterii tego rodzaju jest jednym z gtownych kryteridéw oceny jako$ci mikrobiologiczne;j
kiszonek. Jednakze tylko w jednym wariancie do$wiadczalnym wykryto ilosci
Clostridium spp. (> 1%).

Poréwnanie struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek na poziomie rodzajow
dowiodlo, ze niezaleznie od dawki suchego lodu wystapita duza zmiennos$¢ taksonow
eudominujagcych w kiszonkach z lucerny 0 h i 24 h. Zmiany te dotyczyly przede
wszystkim bakterii kwasu mlekowego, co $wiadczylo o losowej, wewnetrzne)
konkurencji pomigdzy taksonami wykorzystujacymi te same substraty pokarmowe.
Efektem tej konkurencji moze moga by¢ zmiany w profilu metabolitow kiszonki, co
wynika ze specyfiki roznych taksondéw bakterii mlekowych. Na poziomie rodzaju
zaobserwowano zmiany w skladzie taksonomicznym bakterii pod wpltywem dawki
suchego lodu. Zgrupowanie wszystkich trzech wariantow nietraktowanych suchym
lodem w jednej grupie wskazuje na ich odmienno$¢ od kiszonek z kazda dawka, oprocz
wariantu 0 h z dodatkiem 0,5 g suchego lodu. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze w pozostatych
grupach, tj. kiszonek z lucerny po 0 h wiednigcia z dodatkiem 1 g i 2 g suchego lodu,
kiszonek z lucerny 12 h z dodatkiem 0,5 g, 1 g, 2 g suchego lodu i kiszonek z lucerny 24
h z dodatkiem 0,5 g, 1 g oraz 2 g suchego lodu, nie wykazano zadnej tendencji w stosunku
do dawki dodatku suchego lodu, co wptyngto na otrzymanie niskiego wspodtczynnika
determinacji. Wyniki te $wiadcza o zmianie warunkéw procesu zakiszania po dodaniu
suchego lodu, ale tez wskazuja na zmniejszenie stabilnosci mikrobiologicznej po
zastosowaniu suchego lodu. Poréwnujac wyniki na poziomie rodzajow, $§wiadczace
o podobienstwie mikrobioméw pod wzgledem czasu wigednigcia mozna wywnioskowac,
ze przetasowania taksonomiczne zachodzity tylko w obrebie dominujacych rodzajow

(Lactobacillus spp. i Weissella spp.).
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W kilku badaniach oceniano sktad spotecznos$ci bakteryjnej kiszonek w warunkach
laboratoryjnych dla réznych roslin pastewnych (Eikmeyer i in., 2013). Wedlug ich
autorow konfiguracje na skale laboratoryjng czesto nie sg w stanie uwzglednic¢
czynnikéw, ktore moga lub tez nie, wystapi¢ podczas zwigkszenia skali produkcji,
dlatego tez potrzebne sg badania oceniajace sktad mikrobiomu bakteryjnego kiszonek
w takim samym uktadzie do§wiadczalnym w skali produkcyjnej. Mikroflora kiszonki
odgrywa wazng role w ulatwieniu procesu zakiszania, a dynamika zmian mikroflory
w procesie fermentacji kiszonki jest jednym z kluczowych czynnikow determinujacych
jako$¢ kiszonek. Zatem dobre zrozumienie procesu powstawania kiszonki moze stuzy¢
jako cenna podstawa naukowa do poprawy jakos$ci kiszonki i minimalizacji strat zepsucia

podczas procesu (Drouin i in., 2022; Yang i in., 2022).
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8. Podsumowanie

Zadanie badawcze |

Parametry fermentacji sporzadzonych kiszonek lucerny z réznymi poziomami
komonicy zwyczajnej przedstawialy model ekstensywnej fermentacji mlekowej, ze
stosunkowo niskim poziomem N-NHs i niska suma LKT. Najwyzsza jakosc¢
fermentacyjng uzyskaty kiszonki lucerny z 40% 1 50% udziatem komonicy zwyczajne;.

Jako$¢ BO kiszonek lucerny z 30%, 40% 1 50% udzialem komonicy zwyczajnej
byta wyzsza wedlug systemu CNCPS v 6.5 w stosunku do samodzielnie zakiszonej
lucerny. Charakteryzowatly si¢ one nizszym udzialem frakcji PA2 i najwyzszym
poziomem wartosciowych frakcji PB1 oraz PB2. Stwierdzono wptyw zastosowania 40%
i 50% komonicy zwyczajnej w zakiszaniu lucerny na ograniczenie degradacji TP.

W analizie rozktadalnos$ci in vitro i kinetyki rozktadu BO kiszonek wykazano, ze
zakiszenie lucerny z 50% udziatem komonicy zwyczajnej moze potencjalnie wplynaé na
poprawe efektywnosci wykorzystania sktadnika w zywieniu przezuwaczy.

Odnotowane wyniki dla rozktadalno$ci in vitro SM kiszonek charakteryzowaty
si¢ zroznicowang kinetyka rozkladu, jednak ilo$¢ roztozonej SM po 48 h inkubacji byta
zbiezna dla wszystkich kiszonek, niezaleznie od udzialu komonicy zwyczajne;j.

Struktura mikrobiomu bakteryjnego sporzadzonych kiszonek byta zdominowana
przez bakterie fermentacji mlekowej rodzajow Weissella, Loigolactobacillus,
Lactiplantibacillus, Lentilactobacillus, Lactobacillus, Pediococcus, Levilactobacillus
oraz Latilactobacillus. Najwigksze zroznicowane spotecznosci bakteryjnej stwierdzono

w kiszonce lucerny z 50% udzialem komonicy zwyczajne;.

Zadanie badawcze |1

Dodatek tuski bobiku do zakiszanej lucerny wptynat na obnizenie wartosci
pokarmowej kiszonek poprzez obnizenie zawartosci BO oraz zwigkszeniu udziatu
ligniny. Wzrost SM kiszonek wptynal natomiast na poprawe profilu fermentacji oraz
ograniczenie liczebnos$ci i aktywnosci zarodnikow Clostridium spp.

Najkorzystniejszym sktadem BO wedlug systemu CNCPS v 6.5 odznaczaly si¢
warianty kiszonki lucerny z 18,0% i 24,0% tuski bobiku, w ktorych stwierdzono nizszg
zawarto$¢ frakcji PA2 i najwyzsze udziaty frakcji PB1. Odnotowano istotne interakcje

rodzaju i dawki zastosowanego dodatku na sktad BO kiszonek do§wiadczalnych.
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Zastosowanie tuski bobiku w ilosci 12,0%, 18,0% i 24,0% wptyneto na obnizenie
tempa degradacji in vitro BO w poréwnaniu z zastosowanymi analogicznymi dodatkami
stomy pszennej w zakiszaniu lucerny, co potwierdzito aktywnos$¢ tanin zawartych w
tusce.

Analiza mikrobiomu bakteryjnego kiszonek do§wiadczalnych wykazata dominacje
rodzajow Weissella, Lactiplantibacillus, Pantoea, Loigolactobacillus, Latilactobacillus
i Levilactobacillus, co wskazywato na dominujgca w kiszonkach fermentacj¢ mlekowa.
Wplyw na sktad i r6znorodno$¢ mikrobiomu kiszonek miat réwniez poziom wilgotnosci,
ktéry zmieniat si¢ wraz ze wzrastajacym udziatem dodatkow. Wigkszg réznorodnosé
struktury spotecznosci bakteryjnej zaobserwowano w kiszonkach lucerny z dodatkiem

tuski bobiku w poréwnaniu do zastosowania dodatku stomy pszenne;j.

Zadanie badawcze 111

Zastosowanie suchego lodu podczas zakiszania lucerny nie wptyneto na przebieg
fermentacji. Roznice wynikaly wylacznie z wptywu wiedniecia, lub byly efektem
wptywu obu czynnikow do$wiadczalnych. W sporzadzonych kiszonkach uzyskano dwa
typy fermentacji mlekowej. Kiszonki z lucerny 0 h wigdnigcia wyrdzniata fermentacja
ekstensywna z wysoka zawarto$cig kwasu mlekowej 1 niskg sumg LKT. Kiszonki
z lucerny 12 h i 24 h wiedniecia natomiast wykazywaty typ fermentacji ograniczonej
z niska iloscig kwasu mlekowego 1 wyzsza pozostatoscig WSC.

W wyniku dodatku 1 g i/lub 2 g suchego lodu do zakiszanej lucerny po 12 hi 24 h
wigdnigcia stwierdzono ograniczenie hydrolizy TP. Najszerszy zakres proteolizy zostat
odnotowany w kiszonkach z lucerny swiezej (0 h) w grupie kontrolnej bez dodatku (0 g)
lub z najnizszym dodatkiem suchego lodu (0,5 g). Kiszonki z lucerny przewigdnigtej
przez 24 h niezaleznie od zastosowania suchego lodu charakteryzowat najkorzystniejszy
sktad BO wedtug systemu CNCPS v 6.5. W oparciu o uzyskane wyniki rozktadalnosci,
jak i kinetyki rozktadu BO, warianty kiszonek z lucerny 12 h i 24 h z dodatkiem 1 g i/lub
2 g suchego lodu moglyby potencjalnie poprawi¢ efektywnos¢ wykorzystania sktadnika
Kiszonek.

Analiza struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek do§wiadczalnych wykonana
na poziomie rodzaju wykazala, Ze niezaleznie od ilo$ci zastosowanego suchego lodu
zanotowano znaczng zmienno$¢ eudominantéw w grupie 0 h i 24 h. Zaobserwowane
zmiany obejmowaly gléwnie rodzaje bakterii fermentacji mlekowej, na podstawie czego

mozna bylo stwierdzi¢ o losowym, wewnetrznym oddzialywaniu pomig¢dzy taksonami,
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ktoére metabolizowaly te same grupy substratow. Najbardziej znaczace przegrupowania
taksonomiczne mialy miejsce w obrebie rodzajow Lactobacillus i Weissella. Najmniej
zroznicowang spolecznos¢ bakteryjng odnotowano w grupie kiszonek przygotowanych

z lucerny $wiezej, ktora charakteryzowata si¢ najwyzsza zawartoscig wody.
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9. Uogolnienia i wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikoéw nalezy stwierdzi¢, ze:

1. Wspotzakiszanie lucerny z komonica zwyczajng w stosunku 50:50 pozwolito na
ograniczenie hydrolizy biatka wlasciwego.

2. Dodatek 18,0% oraz 24,0% tuski bobiku do zakiszanej lucerny zahamowat
proteolizg, jednoczesnie zwigkszyt udzial niestrawnej frakcji biatka ogoélnego
oraz obnizyt warto$¢ pokarmowa kiszonki.

3. Luska bobiku miata wigkszy wptyw na proces zakiszania lucerny jako dodatek o
charakterze absorbentu niz no$nika tanin.

4. Posrdd zastosowanych dwoch zrodet tanin, skuteczniejszym i korzystniejszym
pod wzgledem paszowym okazala si¢ komonica zwyczajna anizeli tuska bobiku.

5. Luska bobiku jako produkt uboczny obluszczania nasion moze zostaé
wykorzystana do produkcji kiszonek, w tym rowniez z lucerny, petnigc przede
wszystkim role absorbentu, w okreslonych ilosciach.

6. Zakiszenie lucerny z 50% udziatem komonicy zwyczajnej wplyneto na wyzsza
réznorodno$¢ struktury mikrobiomu bakteryjnego kiszonek przy dominujacym
udziale bakterii fermentacji mlekowej, co przyczynilo si¢ do intensywnosci
przebiegu fermentacji.

7. Zastosowanie suchego lodu w =zakiszaniu lucerny niezaleznie od stopnia
przewigdnigcia zielonki przed zakiszeniem nie wplynelo na zmiane sktadu
chemicznego, ani przebieg fermentacji, natomiast ograniczylo przemiany
proteolityczne.

8. Kiszonki sporzadzone z lucerny po 24 h wiednigcia niezaleznie od poziomu
zastosowanego suchego lodu prezentowaly najkorzystniejszy sktad frakcji biatka
ogo6lnego, najnizsze ilosci frakcji PA1 1 PA2, przy najwyzszej zawartos$ci PB1.

9. Zastosowanie suchego lodu wplyngto na ograniczenie degradacji biatka
wlasciwego podczas zakiszania lucerny, udzial poszczegdlnych frakcji biatka
ogoblnego byt zalezny od dawki suchego lodu i stopnia przewiednigcia lucerny.

10. Kiszonki z lucerny przewigdnigtej niezaleznie od dawki suchego lodu uzyskaty
bardziej zroznicowang struktur¢ mikrobiomu bakteryjnego z dominacja bakterii

fermentacji mlekowej.
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Reasumujgc najskuteczniejszymi rozwigzaniami chronigcymi biatko lucerny podczas
zakiszania byly wspotzakiszanie z 50% udzialem komonicy zwyczajnej lub dodatek

suchego lodu do przewiednigtej zielonki.
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12. Zalaczniki

Tabela 25. Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro suchej masy i biatka ogolnego zielonek i kiszonek z lucerny i komonicy zwyczajnej

Zielonki Kiszonki
Wyszczegoblnienie Lucerna Komon_lca G0 G1 G2 G3 G4 G5
zwyczajna

Rozkladalno$¢ suchej masy, %

Oh 8,10 17,89 28,80 30,48 31,07 32,87 31,91 31,34
2h 29,17 32,91 32,92 34,13 35,71 35,60 37,81 37,10
4 h 31,23 33,70 35,64 36,61 37,55 37,90 39,54 38,71
8h 37,72 40,03 44,93 38,29 40,91 40,63 41,00 43,90
24 h 60,17 65,02 49,88 48,67 52,80 63,32 64,34 65,16
48 h 74,36 83,47 71,55 68,68 71,48 71,49 72,08 73,14
Rozktadalno$¢ biatka ogdlnego, %

Oh 8,33 10,22 15,43 11,94 15,16 13,59 10,30 13,62
2h 14,82 12,23 20,82 20,43 21,50 27,27 17,62 18,76
4 h 19,75 15,30 36,53 35,68 34,77 36,06 35,12 26,93
8h 26,09 22,13 38,00 37,23 35,93 37,68 36,12 33,20
24 h 33,20 29,14 44,63 37,70 36,19 41,17 37,67 35,90
48 h 57,94 33,10 49,35 47,13 46,69 44,52 43,38 36,68

Kiszonki: GO — lucerna 100%; G1 — lucerna 90%: komonica zwyczajna 10%; G2 — lucerna 80%: komonica zwyczajna 20%; G3 — lucerna 70%: komonica zwyczajna 30%; G4

— lucerna 60%: komonica zwyczajna 40%; G5 — lucerna 50%: komonica zwyczajna 50%.
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Tabela 26. Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro suchej masy i biatka ogolnego zielonki i kiszonek z lucerny z r6znym udziatem tuski bobiku lub stomy pszenne;j

Wyszczegodlnienie Zielonka Kiszonki

T0 Tl K1 T2 K2 T3 K3 T4 K4 T5 K5 T6 K6 T7 K7 T8 K8
Rozktadalno$¢ suchej masy, %
Oh 8,53 31,36 26,87 29,83 30,03 26,01 27,03 29,98 2599 22,43 23,24 2058 20,26 2190 18,74 18,80 17,55 16,63
2h 29,97 35,39 3245 32,70 32,98 32,78 29,26 32,33 30,77 29,96 29,21 30,13 26,33 26,40 24,88 22,01 21,42 21,79
4h 31,82 36,74 34,33 35,37 3595 34,79 30,76 32,78 32,66 32,01 30,69 3145 2758 28,05 26,09 22,90 22,24 25,35
8h 37,34 4425 37,44 41774 42,72 41,30 3194 3484 3545 3548 3576 36,98 30,36 33,41 32,96 27,37 27,88 27,77
24 h 61,35 60,05 58,21 62,04 62,62 57,49 46,15 5156 56,87 46,17 4559 53,51 49,33 53,89 53,45 48,46 54,35 40,68
48 h 7541 66,85 68,53 68,29 70,44 62,12 57,95 6454 64,65 62,49 59,03 63,76 60,02 6259 61,69 56,42 60,16 56,74
Rozktadalno$¢ biatka ogolnego, %
Oh 10,49 40,04 37,49 42,08 40,49 36,95 38,51 43,49 31,13 31,43 34,40 31,41 29,94 38,93 26,34 34,80 38,10 33,37
2h 18,50 50,57 51,79 52,30 51,50 53,31 49,67 53,80 47,06 47,66 48,86 50,96 43,79 51,37 38,99 44,40 40,67 52,29
4h 4293 54,03 56,35 58,58 61,15 61,90 54,78 57,37 54,45 52,74 5150 61,48 49,34 5591 43,40 49,75 47,09 55,37
8h 48,51 59,53 59,47 66,17 6547 64,76 58,69 61,30 58,35 59,50 59,88 64,12 52,93 58,35 51,96 52,57 51,64 59,16
24 h 57,86 62,11 65,83 7540 73,10 67,69 61,98 66,05 61,71 63,66 63,65 69,00 59,85 67,27 59,80 60,82 58,67 63,30
48 h 67,87 70,18 78,18 8180 80,83 7551 64,60 7091 6859 7193 6859 7517 6180 72,78 60,35 67,50 59,24 70,81

Kiszonki: TO — grupa kontrolna, lucerna bez dodatku tuski bobiku lub stomy pszennej; T1 — lucerna z 1,2% tuski bobiku; K1 — lucerna z 1,2% stomy pszennej; T2 — lucerna z
2,4% tuski bobiku; K2 — lucerna z 2,4% stomy pszennej; T3 — lucerna z 3,6% tuski bobiku; K3 — lucerna z 3,6% stomy pszennej; T4 — lucerna z 4,8% tuski bobiku; K4 — lucerna
z 4,8% stomy pszennej; TS — lucerna z 6,0% tuski bobiku; K5 — lucerna z 6,0% stomy pszennej; T6 — lucerna z 12,0% tuski bobiku; K6 — lucerna z 12,0% stomy pszennej; T7
— lucerna z 18,0% tuski bobiku; K7 — lucerna z 18,0% stomy pszennej; T8 — lucerna z 24,0% tuski bobiku; K8 — lucerna z 24,0% stomy pszenne;j.
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Tabela 27. Rozktadalno$¢ zwaczowa in vitro suchej masy i biatka ogolnego zielonek i kiszonek z lucerny o réznym stopniu przewig¢dnigcia z dodatkiem

suchego lodu

Wyszczegdlnienie Zielonki Kiszonki

stopten Oh 12h  24h 0Oh 12h 24h
przewiedniecia

gﬁgﬁ;‘;‘; lodu 0g 059 1g 2g | 0g 05g 1g 2g | 0g 05g 1g 29
Rozktadalno$¢ suchej masy, %

0h 2273 21,06 12,02 | 31,21 40,69 36,02 3810 | 26,51 3547 3256 30,50 | 3515 3439 30,49 29,01
2h 39,55 33,87 30,67 | 37,10 44,67 39,39 4182 | 3356 37,35 3637 3534 | 36,80 3593 33,19 3575
4h 43,02 37,47 33,98 | 4243 47,58 4276 47,32 | 3624 3927 3849 38,76 | 3920 3872 3851 3893
8h 50,60 41,89 4026 | 47,10 54,85 47,89 48,02 | 40,26 4151 41,88 40,20 | 4273 42,08 4510 41,70
24 h 68,56 6553 5974 | 5547 63,63 59,18 57,50 | 53,25 54,69 57,82 46,60 | 5553 5540 60,33 50,87
48 h 81,19 7543 7257 | 70,07 7477 69,62 7021 | 6648 6594 67,79 6522 | 66,69 63,90 69,22 67,36
Rozktadalno$¢ biatka ogdlnego, %

0h 26,94 21,84 1053 | 50,43 63,09 5350 47,83 | 49,79 6184 49,69 44,70 | 4979 5074 3814 3564
2h 4872 4666 42,30 | 57,77 66,54 5805 57,63 | 5345 63,82 51,12 5647 | 5345 54,31 4581 4917
4h 5524 5081 4574 | 62,76 69,32 59,50 60,69 | 5506 6539 56,16 59,36 | 5506 56,44 51,15 51,60
8h 60,83 56,24 50,62 | 67,47 7095 62,37 6328 | 58,72 66,61 5842 60,74 | 58,72 5800 56,77 57,60
24 h 7578 6526 5874 | 71,47 7399 6869 6336 | 62,53 6845 6440 63,03 | 6253 62,00 60,86 62,77
48 h 89,22 86,22 8064 | 77,02 7889 7580 6961 | 73,17 7598 6928 67,36 | 73,17 72,86 70,55 68,41
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Zalacznik nr 2 do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warmifnsko-Mazurskiegow Olsztynie z
dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajacej procedure posigpowania

w sprawie nadania stopnia doktora

Olsztyn, MJ M, 10"'1 hr

(miejscowosé, data)
prof. dr hab. Cezary Purwin
(stopien/tytul naukowy, imig i nazwisko

promotora prometora-permechiesege™)

Przewodniczaca Rady Naukowej Dyscypliny
zantechnika i ryvhactwo

prof. dr hab. Doerota Witkowska

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
promotora/prometera-pomoeniezego” rozprawy doktorskiej

Ogéwiadczam, ze rozprawa doktorska Marty Borsuk-Stanulewicz pod tytulem ,,Wplyw
dodatkéw o rézmych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakeji biatkowych,
mikrobiom kiszonek oraz rozkladalno$é zwaczowa biatka lucerny™ zostala przygotowana pod
moim kierunkiem i stwierdzam, ze spelnia ona warunki do przedstawienia jej w postepowaniu o
nadanie stopnia naukowego.

(podpis promotora)

* niepotrzebne skreslic

236



Zalgcznik nr 2 do Zalaeznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z
dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajgcej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowos$é, data)
dr inz. Sebastian Wojciech Przemieniecki
(stopief/tytut naukowy, imi¢ i nazwisko
prometora/promotora pomocniczego*)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
zootechnika i rybactwo

prof. dr hab. Dorota Witkowska

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
premetora/promotora pomocniczego* rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze rozprawa doktorska Marty Borsuk-Stanulewicz pod tytutem ,,Wplyw
dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na skiad frakcji biatkowych,
mikrobiom kiszonek oraz rozkladalno$é zwaczows biatka lucerny™ zostala przygotowana pod
moim kierunkiem i stwierdzam, ze spetnia ona warunki do przedstawienia jej w postgpowaniu o
nadanie stopnia naukowego.

S D 7
E " \5
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(podpis promotora pomocniczego)

/

* niepotrzebne skresli¢
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Zalgcznik nr 3 do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

Olsztyn, AQH&OQJ?) {5

(miejscowosé, data)
Marta Borsuk-Stanulewicz
(imig i nazwisko kandydata)

zootechnika i rybactwo
(dyscyplina naukowa)

Przewodniczgca Rady Naukowej Dyscypliny
zootechnika i rybactwo

prof. dr hab. Dorota Witkowska

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
o samodzielnym napisaniu rozprawy doktorskiej

Swiadoma(-y) odpowiedzialnosci prawnej o§wiadczam, ze rozprawa doktorska pod tytutem
»Wplyw dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na skiad frakcji biatkowych,
mikrobiom kiszonek oraz rozktadalno$é¢ zwaczowsa biatka lucerny” zostata napisana przeze mnie
samodzielnie i nie zawiera tresci uzyskanych w sposéb niezgodny z obowiazujacymi przepisami.

Os$wiadczam réwniez, ze przedstawiona rozprawa nie jest i nie byta wezesniej podstawg do
ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora.

Ponadto o$wiadczam, ze tres¢ rozprawy doktorskiej przedstawionej przez mnie do obrony,
zawarta na przekazywanym no$niku elektronicznym, jest identyczna z jej wersja drukowang.

W zwiazku z powyzszym o$wiadczam, ze wyrazam zgode na poddanie rozprawy doktorskiej
procedurze antyplagiatowe;.

(podpis kandydata)
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