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Menetelmd tuorerehun tai kokoviljan sdildmiseksi - F&rfarande for
ensilering av gronfoder eller fullsid

(57)Tiivistelmd

Keksintd koskee menetelm&d nurmirehun tai kokoviljan sdi-
léntddn. Menetelmin tarkoitus on saada aikaan sdil¥ntidin
tarvittava pH ainakin pd&asiassa entsymaattisesti lisdamilla
sdildttdvddn rehuun tai kokoviljaan glukoosioksidaasia re-
huun tai kokoviljaan sisdltyvdn glukoosin muuttamiseksi
pH:ta alentavaksi glukonihapoksi. Rehuun tai kokoviljaan
voidaan mySs lisdtd sellulaasia, hemisellulaasia tai B-glu-

kosidaasia glukoosin tuottamiseksi.

(57)Sammandrag

Uppfinningen avser ett fdrfarande fdr ensilering av grén-
foder eller fullsdd. F6rfarandet har till &ndam&l att
astadkomma fér ensileringen erforderligt pH &tminstone
huvudsakligen pa enzymatisk vdg genom att i fodret eller full-
sdden tillsdtta glukosoxidas f8r omvandling av i fodret
eller fullsdden ingdende glukos till pH sdnkande glukon-
syra. I fodret eller fullsdden kan Hven tills&ittas cellulas,
hemicellulas eller B-glukosidas f&r bildande av glukos.
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Menetelmd tuorerehun tai kokoviljan s#il®dmiseksi

Tamd keksintd kohdistuu menetelmiin tuorerehun tai koko-
viljan s&dildmiseksi.

Kun niitetty rehumassa suljetaan ilmanpit8viidn sdilddn,

rehun helppoliukoiset hiilihydraatit k#yvit edullisimmassa
tapauksessa maitohapoksi, ja syntynyt maitchappo alentaa
rehun pH:n arvoon 4 tai sen alle. A.I. Virtasen tuunettujen
tutkimusten perusteella tiedeti#n, etti rehumassan pH:n alen-
tuessa arvoon 4 tai sen alle estyvdt sellaiset rehun laatuun
vaikuttavat biologiset tapahtumat kuin hengitys, valkuais-

aineiden hajoaminen ja voihappokdyminen.

Tunnetun AIV-menetelmin mukaan rehumassan riiftévén alhainen
PH varmistetaan lisdamilli happoja. T&116in siis riittivi
happamuus saavutetaan ilman, ettd rehun omia hiilihydraatte-
ja kulutetaan maitohapon muodostukseen. Helppoliukoiset
hiilihydraatit voidaan ndin sHiistis mdrehtijdn omassa ruoan-

sulatusjirjestelmidssd hyddynnettidviksi.

Mik&li kuitenkin rehun sdilyttdminen halutaan tehdi rehumassan
maitohappokdymiselld, muttei haluta kuluttaa liikaa rehun
omia helppoliukoisia hiilihydraatteja, voidaan rehuun lisiti
melassia, heraa tai jotakin muuta helppoliukoista hiilihydraat-

tia maitohappokdymisen raaka-aineeksi.

On my8s tunnettua, ett4 erids mahdollisuus riittdvidn helppo-
liukoisen hiilihydraattim&3rin sdilyttdmiseksi rehumassan mai-
tohappokdymisessd on tuottaa rehun omasta selluloosasta sellu-
laasiseoksilla liukoisia hiilihydraatteja. Kdytettdvi sellu-
laasi voi olla per¥isin esimerkiksi Aspergillus niger'isti,
Aspergillus oryzae'sta tai Tricoderma reesei'sta. Sellulaasi-
valmisteita voidaan kdyttdd mySs happoperustaisessa AIV-rehu-
sdildnndssd lisddmiin rehumassan helppoliukoisten sokerien

mddrdd. Riittivin glukoosituotannon kannalta on tdrkedtd,
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ettd kdytettdvi entsyymiseos sisdltédd sellulaasin ohella
myds hemisellulaasia ja B-glukosidaasia [ﬁaisto, T., Heiko-
nen, M., Kreula, M. ja Linko, T., J.Sci.Agr.Soc. 50 (1978)
392-397/.

Vaikka rehun kdymiskykyisten hiilihydraattien mddrdd li-
sittdisiin sellulaasivalmisteilla, riittdvd maitohappokdy-
minen saattaa silti olla epivarmaa. Td&mdn vuoksi on sellu-
laasipreparaatteja kidytettdessd sdildnndn yhteydessd li-
sitty orgaanisia tai epdorgaanisia happoja, esimerkiksi
muurahaishappoa 2 litraa tonniin rehua, ja tdten varmistet-
tu maitohappokidyminen. Erds toinen mahdollisuus on lisdta

rehuun sopivia maitohappobakteeripreparaatteja.

Keksintd perustuu siihen tunnettuun seikkaan, ettd glukoo-
sista saadaan glukoosioksidaasi-entsyymill& (GOD) glukoni-
happoa seuraavan kaavan mukaan:
GOD
Glukoosi + HZO + O2 --- glukonihappo + H202

Muuttamalla rehuun tai kokoviljaan sisiltyvd glukoosi glu-
koosioksidaasilla glukonihapoksi edelld esitetyn kaavan mu-
kaisesti voidaan t&ten pH alentaa sdildntdd varten halut-

tuun arvoon ainakin pddasiassa yksinomaan entsymaattisesti.

Keksintd kohdistuu niin ollen menetelmddn nurmirehun ja ko-
koviljan sdildéntddn, jossa menetelmidssd silputtuun nurmire-
huun tai kokoviljaan lis#it#&n niiton tai sdilddnpanon yh-
teydessa 10 000 - 10 000 000 IU glukoosioksidaasia tdnnia
kohti rehun tuorepainoa tai kokoviljaa rehuun tai kokoviljaan
sisdltyvédn glukoosin muuttamiseksi rehun tai viljan pH:ta
sdildntd4 varten haluttuun arvoon alentavaksi glukonihapoksi

ja hapen kuluttamiseksi.

GlukoosioksidaasiaKtiivisuuden miirityksen mukaan kansain-
vilinen yksikkd IU on se entsyymimddrd, joka aiheuttaa 10
/ul:n hapen kulutuksen minuutissa, kun substraattina on 3,3 %
glukoosi fosfaattipuskurissa pH 5,9, ldmp&tila on 35°% ja

happea on ylimddrin.
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Glukoosioksidaasin mukana voidaan rehuun tai kokoviljaan li-
sdtd myds sellulaasia, hemisellulaasia ja/tai B-glukosidaa-

sia glukoosin tuottamiseksi sindnsd@ tunnetulla tavalla.

Glukonihapon muodostumisen yhteydessd syntynyt vetyperoksidi
hajoaa rehumassassa olevan katalaasin vaikutuksesta vedeksi
ja hapeksi:

katalaasi

Vapautunut happi palautuu kiertoon ja kuluu vdhitellen lop-
puun. Hapen poistaminen prosessin yhteydessd on myds tdrked-
td sdildnndn onnistumisen kannalta, silld t&ten voidaan la-
mauttaa rehumassan aerobinen ja samalla sokereita kuluttava

hengitys sekd estdd homeiden kasvu.

Keksinndn erddn sovellutusmuodon mukaan lisdtddn tdten re-
huun tarvittaessa myo&s katalaasia glukonihapon muodostumisen
yhteydessd syntyvdn vetyperoksidin muuttamiseksi hapeksi ja
vedeksi. Tadmd voidaan esimerkiksi saada aikaan kdvttdmallad
glukoosioksidaasia, joka sisdltd& katalaasiaktiivisuutta si-
ten, ettd rehuun tai kokoviljaan lisdtddn glukoosioksidaasin
mukana 500 - 5 000 000 Baker-yksikk&& katalaasia tonnia koh-

ti rehun tai kokoviljan tuorepainoa. //

Katalaasiaktiivisuuden mddritys Baker-yksikk&ind on esitettu -

artikkelissa Scott, D. ja Hammer, F.: Enzymologia 22 (1960), 194—200;/’/
Y,

/

Maitohappokdymisen varmistamiseksi entsyymien mukana yo{aaan
rehuun tai viljaan myds 1lisdtd sindnsd tunnettu maitohappo-
kdymistd edistdvd maitohappobakteeripreparaatti sekd heraa,
laktoosin suhteen hydrolysoitua heraa, melassia tai muita so-
kereita vdkevditynd liuoksena tai kuivattuina. Edelleen voi-
daan entsyymien mukana lis&td sindnsi tunnettuja virhekdy-
mistd estdvid suoloja, kuten formiaattia ja/tai bentsoaattia

ja/tai nitriittii.

Mikrobien kasvu biologisessa materiaalissa on riippuvainen
veden aktiivisuudesta. Monille haitallisille bakteereille
veden aktiivisuus ei saa olla alle 0,90-0,95. Sdildrehun ve-
denaktiivisuuteen voidaan vaikuttaa paitsi rehun esikuiva-
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tuksella my8s lisddmd&ll& rehuun suoloja, sokereita tai vettd
sitovia aineita. Koska mdrehtijidn ruokinnassa on joka tapauk-
sessa kiytettdvd suolalisiyksi&, on tdten edullista kdyttda
suolat hyvidksi jo sdiléntivaiheessa. S&ildnnén kannalta li-
sdttdvdt suolat ovat reaktioltaan parhaita happamina. Esi-
merkkind sopivista suoloista voidaan mainita magnesium-,
kalsium- ja ureafosfaatti, kalsium- ja natriumformiaatti ja
natriumkloridi.

Glukoosiocksidaasin aktiivisuuden kannalta on myds edullista,
ettd rehumassan pH on alusta alkaen hieman laskettu. Edella
mainitut happamat suolat saavat aikaan t&dllaisen vaikutuk-
sen. Mik#li sdil®dnnin yhteydessd ei kdytetd happamia suolo-
ja, voidaan lisdt3d orgaanisia happoja, kuten muurahais-,
etikka-, maito- tai glukonihappoa, tai mineraalihappoja,
kuten rikki-, suola- tai fosforihappoa. Lisdtty mddrd on
kuitenkin huomattavasti pienempi kuin normaalissa AIV-sdildn-
nissi, esimerkiksi muurahaishappoa kédytettdessd lisdtty mddrd

voi olla 1-2 litraa rehutonnia kohti.

Glukoosicksidaasilla glukoosista saatu glukonihappo on ei-
toksinen eiki aiheuta tavallisissa pitoisuuksissa eldimissd
ruuansulatuselinten drsytystd. Glukoosioksidaasi ja glukoni-
happo ovat elintarvikkeiden:yleisesti, hyvdaksyttyjd lisdai-
neita mm. siildntdtarkoituksiin. Glukonihappo alentaa myds
tehokkaasti rehun pH:ta, silld sen pH on l-prosenttisena

vesiliuoksena noin 2,8.
Keksinndn havainnollistamiseksi esitetdidn seuraavat esimerkit.
Esimerkki 1

Vastaleikattuun ruohoon lis#dttiin 0,005 % glukoosiocksidaasivalmistetta

ruohon tuorepainosta. Glukoosioksidaasivalmisteen aktiivisuus

oli 11250 IU/ml. Taulukossa 1 on esitetty glukonihapon muo-

dostus ja pH:n lasku ensimmiisen vuorokauden kuluessa.



> 66282

Taulukko 1
Glukonihapon muodostus ja pH:n lasku nurmis&ildrehussa
vuorokauden kuluttua sdildnnistd

Glukonihappopit. (%) pH
Nollakoe 0,01 6,3
0,005 % glukoosi-
oksidaasia 1,20 5,1

Esimerkki 2

Vastaleikattuun ruohoon (timotei) lisdttiin taulukon 2 mu-

kaiset mddrdt happoa, sellulaasia ja glukoosioksidaasia.
Taulukko 2

Koerehujen sdildntdainekoostumus. Midr&t ovat prosentteina

rehun tuorepainosta.

Koerehu
a2 3 4 5
AIV II-liuos (%) 0 0,5 0 0 0
Sellulaasi (%) 0 0,014 0,014 0,05 0
Glukoosioksidaasi (%) 0 0,003 0,003 0,01 0,01

Happona kdytettiin AIV II-liuosta (80 % muurahaishappoa, 2 %
fosforihappoa). Sellulaasivalmisteen HEC-aktiivisuus oli

32 000 yks/ml ja B-glukosidaasiaktiivisuus 1500 nkat/ml.
Glukoosioksidaasivalmiste oli sama kuin esimerkissi 1.

Sellulaasin ja B-glukosidaasin aktiivisuusyksikét ja -mis-
ritysmenetelmdt on esitetty artikkelissa Bailey, M. ja
Nevalainen, K.: Enzyme Microb. Technol. 3 (1981), 153-57.

Taulukossa 3 on esitetty puristenesteesty milritetyt siild-
rehun laatua kuvaavat suureet vuorokauden kuluttua s#ilén-
nédstd. Taulukossa 4 on vastaavat tulokset kuukauden kuluttua
ja taulukossa 5 kahden kuukauden kuluttua.
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Taulukko 3
Koerehujen puristenesteiden analyysitulokset vuorokauden
sdilytyksen j&dlkeen.

1 2 _3_ 4 >
pH 6,6 4,0 5,6 5,2 5,2
Sokeripit. (g/l) 15 20 15 20 15
Kok .happamuus
maitohaopona (g/1) 3,1 14,0 6,3 8,2 8,4
Ammoniakkipi-
toisuus (g/1) 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1

Taulukko 4

Koerehujen puristenesteiden analyysitulokset kuukauden s&i-

lytyksen j&lkeen.

1 2 3 4 2
pH 6,6 4,5 4,5 4,3 5,0
Sokeripit. (g/1) 0 12,5 0 2,5 2,5
Maitohappo-
pitoisuus (g/l) 0,8 1,4 12,5 30,6 13,2
Glukonihappo-
pitoisuus (g/1) 0 3,8 0 0,03
Voihappopit. (g/1) 0 0 0 0
Kokonaishappamuus
maitohappona (g/l1l) 5,4 11,3 23,0 27,9 10,4
Ammoniakki (g/1) 0,8 0,4 0,6 0,8 0,8

Taulukko 5
Koerehujen puristenesteiden analyysitulokset kahden kuukauden

sdilytyksen jdlkeen.

1 2 3 4 5
pH 5,3 4,2 4,6 4,1 5,0
Sokeripit. (g/1) 0 2,5 0 0 0
Maitohappo-
pitoisuus (g/1) 1,4 7,4 7,9 14,2 16,5
Glukonihappo-
pitoisuus (g/1) 0 1,1 0 0 0
Voihappopitoi-
suus (g/1) 0,8 0,1 0 0 0
Kok .happamuus
maitohappona (g/1) 13,7 21,2 27,0 30,6 13,1

Ammoniakki (g/1) 2,0 0,4 0,6 0,4 0,8
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Taulukosta 3 ndhd&dn, ettd glukoosioksidaasilisidys alentaa
rehun pH:n nopeasti ja samalla luonnollisesti poistaa hapen.
Taulukosta 4 ja 5 ndhddédn, ettd sellulaasi on lisdnnyt kdy-
miskelpoisten sokerien md&drdd, koska pH on selvdsti alhai-
sempi ja kokonaishappamuus suurempi entsyymik&sitellyissd
rehuissa verrattuna nollakokeeseen. Entsyymilisiys on myds
taulukon 5 mukaisesti est&nyt haitallista voihappokidymistd ja

proteiinien pilkkoutumista ammoniakiksi.

Esimerkki 3
Vastaleikattuun ruochoon lisdttiin hapanta suolaseosta (magne-

sium~-, kalsium- ja ureafosfaatin, kalsium- ja natriumformiaa-
tin sekd natriumkloridin seos), sellulaasia ja glukoosioksi-

daasia taulukon 6 mukaisesti.

Taulukko 6

Koerehujen sdildntdainekoostumus (% tuorepainosta)

Koerehu 1 Koerehu 2
Hapan suolaseos (%) 0,4 0,4
Sellulaasi (%) 0 0,05
Glukoosioksidaasi (%) 0 0,005

Sellulaasi- ja glukoosicksidaasivalmisteet 0livat samoja kuin
esimerkissd 1. Taulukossa 7 on esitetty sdildrehuanalyysit

vuorokauden kuluttua sd3ilénndsti.

Taulukko 7
Koerehujen analyysitulokset vuorokauden sdildénndn jilkeen,

Tulokset ovat usean ndytteen keskiarvoja.

Koerehu 1 Koerehu 2
Kuiva-aine (%) 22 22
Sokeri (%) 4,5 5,0
pPH 6,0 5,1
Etikka- ja maitohappo (%) 0 0

Glukonihappo (%) 0 1,0
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Taulukosta 7 ndhdddn, ettd glukoosioksidaasi toimi tehokkaas-
ti mySs suolaseoksen yhteydessid pH:ta nopeasti alentaen.

Esimerkki 4
Vastasilputtuun kokoviljaan (ohra) lis&ttiin 0,005 % glukoosiok-

sidaasivalmistetta tuorepainosta. Glukoosioksidaasivalmiste oli

sama kuin esimerkissd 1. Taulukossa 8 on esitetty glukoni-

hapon muodostus ensimmidisen vuorokauden kuluessa.

Taulukko 8
Glukonihapon muodostus kokoviljassa ensimmiisen vuorokauden
aikana. Glukoosioksidaasivalmistetta oli lisitty 0,005 % tuo-
repainosta.
Puristenesteen glukonihappo-
pitoisuus
2 h 0,71 %
15 h 1,31 %

Aika sdildnnisti

Taulukosta 8 n&hdddn, ettd myds kokoviljan siildnnidssi glu-
koesioksidaasi toimii tehokkaasti glukonihappoa muodostaen

ja siten pH:ta laskien ja happea poistaen.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd nurmirehun ja kokoviljan sdildmiseksi, t u n -
nettu siitd, ettd silputtuun nurmirehuun tai kokovil-
jaan lisdtd33n niiton tai sdilddnpanon yhteydessd 10 000 -

10 000 000 IU glukoosioksidaasia tonnia kohti rehun tuore-
painoa tai kokoviljaa, rehuun tai kokoviljaan sis&ltyvin
glukoosin muuttamiseksi rehun tai viljan pH:ta s3dilontii
varten haluttuun arvoon alentavaksi glukonihapoksi ja hapen

kuluttamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd glukoosioksidaasin mukana lis&itiin rehuun
tai kokoviljaan sellulaasia, hemisellulaasia tai B~glukosi-

daasia glukoosin tuottamiseksi sindnsi tunnetulla tavalla.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
n e t‘t u siitd, ettd rehuun tai kokoviljaan lis&tdidn tar-
vittaessa myds katalaasia glukonihapon muodostumisen yhtey-
dessd syntyvdn vetyperoksidin muuttamiseksi hapeksi ja ve-

deksi.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmid, t un n e t -
t u siitd, ettd kdytetty glukoosioksidaasi sisiltii kata-
laasiaktiivisuutta siten, ettd rehuun tai kokoviljaan lisi-
tddn glukoosioksidaasin mukana 500 - 5 000 000 Baker-yksik-
k64 katalaasia tonnia kohti rehun tuorepainoa tai kokovil-

jaa.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd riittidvin alkuhappamuuden ai-
kaansaamiseksi rehuun tai kokoviljaan lis&td&n sininsi tun-
nettuja happamuutta lisiddvii suoloja, kuten magnesium-,
kalsium- tai ureafosfaattia, kalsium- tai natriumformiaat-
tia tai natriumkloridia ja/tai sininsi tunnettuja epdorgaa-
nisia tai orgaanisia happoja, kuten rikki-, suola- tai fos-

forihappoa tai muurahais-, etikka~-, maito- tai glukonihap-
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poa, normaalissa AIV-sdildnndssd kdytettyjd mddrid huomatta-

vasti pienemmin mddrin.

6. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetel-
mi, tunnettu siitd, ettd entsyymin tai entsyymien
mukana lisitdin rehuun tai kokoviljaan sindnsd tunnettu mai-

tohappokidymistd edistdvd maitohappobakteeripreparaatti.

7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettid entsyymin tai entsyymien muka-
na lisitZin rehuun tai kokoviljaan heraa, laktoosin suhteen
hydrolysoitua heraa, melassia tai muita sokereita vikevoi-

tynd liuoksena tai kuivattuina.

8. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd entsyymin tai entsyymien mukana
lisitidin rehuun tai kokoviljaan sindns& tunnettuja virhekay-
mistid estivii suoloja, kuten formiaattia ja/tai bentsoaattia

ja/tai nitriittia.

Patentkrav

1. F6rfarande for ensilering av grédsfoder eller fullsad,
k dnnetecknat av att i grdsfoderhackelse eller
fullsidd tillsittes i samband med skdrden eller ensileringen
10 000 - 10 000 000 IU glukosoxidas per ton farskvikt av
fodret eller fullsdden, £6r omvandling av i fodret eller
fullsidden ingdende glukos till glukonsyra for sdnkande av
fodrets eller s&adens pH till f6r ensileringen Onskat vdrde

och f&6r fd6rbrukning av syre.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k &nneteck -
nat av att tillsamman med glukosoxidaset tillsdttes i
fodret eller fullsiden cellulas, hemicellulas eller B-
glukosidas for producerande av glukos pd i och f&r sig kdnt
sdtt.
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3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & nn e -
tecknat av att i fodret eller fullsdden tillsittes
vid behov ytterligare katalas f6r omvandling av vid upp-
komsten av glukonsyra bildad v&iteperoxid till syre och vat-

ten.

4. Forfarande enligt patentkravet 3, k 4nneteck -
nat av att det anvdnda glukosoxidaset innehdller kata-
lasaktivitet, sd att i fodret eller fullsiden tillsdttes
tillsamman med glukosoxidaset 500 - 5 000 000 Baker-enheter
katalas per ton fdrskvikt av fodret eller fulls&den.

5. Forfarande enligt ndgot av de fdregdende patentkraven,
kdnnetecknat av att fé6r dstadkommande av till-
rdcklig utgangssurhet i fodret eller fullsiden tillsittes i
och f&8r sig kdnda surheten &kande salter, s&som magnesium-,
kalcium- eller ureafosfat, kalcium- eller natriumformiat
eller natriumklorid och/eller i och f&6r sig kinda ocorganis-
ka eller organiska syror, sdsom svavel-, salt- eller fosfor-
syra eller myr-, &ttik-, mjdlk- eller glukonsyra, i vid
normal AlIV-ensilering anvidnda mingder avsevirt mindre

mdngder.

6. Forfarande enligt ndgot av de fdregdende patentkraven,
kd&nnetecknat av att tillsamman med enzymet eller
enzymen tills&dttes i fodret eller fullsdden ett i och f&r
sig kdnt mjdlksyrajdsning befridmjande mjdlksyrabakterie-

preparat.

7. Forfarande enligt ndgot av de féregdende patentkraven,
kdnnetecknat av att tillsamman med enzymet eller
enzymen tillsdttes i fodret eller fullsdden vassla, med
hdnsyn till laktos hydrolyserad vassla, melass eller andra
socker i form av en koncentrerad 1l&sning eller i torkad

form.
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8. F&rfarande enligt ndgot av de féregdende patentkraven,
kd&nnetecknat av att tillsamman med enzymet eller
enzymen tillsdttes i fodret eller fullsdden i och fdr sig
kdnda feljdsning férhindrande salter, sdsom formiat och/
eller bensoat och/eller nitrit.
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