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Metoda chemicznego oznaczania materiatéw biologicznie czynnych w badaniach
nad materiatami roslinnymi

Wstep

Badania nad produkcja pasz, a zwlaszcza pasz objgtosciowych po-
winny odpowiedzie¢ na pytanie, czy uzyskany produkt jest dobrej jako-
$ci oraz jakie elementy zastosowanego procesu technologicznego maja
wplyw na tg jako$¢. W prowadzonych w Zakladzie Techniki Rolniczej
pracach nad jako$cia wilgotnego siana zbieranego z uzyciem preparatu
konserwujacego biologicznie czynnego jako$¢ uzyskanej paszy okre-
$lano poprzez jej badanie w zalozonym czasie po zbiorze. Stosowany
preparat konserwujacy Inoculant 1155 w swoim sktadzie zawiera lio-
filizat bakterii Bacilus spp., ktore po dodaniu do zbieranego siana na-
mnazaja si¢ i rozprzestrzeniaja w zebranej masie. Do swoich potrzeb
bytowych wykorzystuja wilgo¢ zawarta w sianie, a po jej wykorzysta-
niu (osuszeniu siana) obumierajq. Jest wigc to naturalna i w petni bez-
pieczna metoda konserwacji siana, pozwalajaca na zbidr siana przy jego
zwigkszonej wilgotnosci, w czasie gdy nie zachodzi jeszcze intensywne
odkruszanie sig liSci. Jednocze$nie mozliwe jest zbieranie wilgotnego
siana w formie sprasowanej, a jego dosuszanie nie wymaga stosowania
aktywnej wentylacji. Jest to energooszczgdna metoda. Jednak badanie
ilosci bakterii w poszczegdlnych miejscach silosu kilkanascie dni od
zbioru nie daje petnej informacji o rozmieszczeniu preparatu natych-
miast po zbiorze, co w przypadku stosowania preparatow chemicznych
jest bardzo istotng informacja [1, 2].

Warunkiem prawidlowej aplikacji preparatu konserwujacego jest do-
starczenie jego $cisle okreslonej ilosci do zbieranej paszy w taki sposob,
by uzyskac¢ jego rownomierne wymieszanie. W wyniku nieréwnomier-
nego rozprowadzenia preparatu w zbieranym wilgotnym sianie, moze
dochodzi¢ do pogorszenia jakosci siana, a pasza pochodzaca z miejsc
o zwigkszonym st¢zeniu preparatu konserwujacego moze dziataé nie-
korzystnie na zdrowie zwierzat [3, 4]. W czasie dodawania preparatu
konserwujacego w trakcie zbioru zawsze wystepuja jego straty. Oprocz
mozliwego toksycznego wpltywu na srodowisko, straty wptywaja takze
na zwigkszenie kosztow konserwacji. Stosowanie chemicznych prepa-
ratow konserwujacych moze niekorzystnie wptywac na odrost roslin, co
w efekcie moze spowodowaé spadek plonu. [2, 3].

Analiza literaturowa zagadnien dotyczacych zbioru pasz z uzyciem
dodatkow wykazata, ze w niektorych badaniach pojawiat si¢ problem
oceny rownomierno$ci wymieszania preparatu ze zbieranym materia-
tem. Oceng przeprowadzano na podstawie analizy pobieranych probek
poprzez:

— pomiary pH lub iloSciowe oznaczanie preparatu zastosowanego

w badaniach [5, 6],

— analizg jako$ci uzyskanej paszy [5, 7].

Innymi metodami stuzacymi do oceny réwnomierno$ci wymieszania
preparatu ze zbieranym materialem sa analiza fluorescencyjna oraz na-
promieniowywanie za pomoca izotopoéw. Jednak metody te sg stosun-
kowo trudne do stosowania, a pasza pozostajaca po tak prowadzonych
badaniach moze nie nadawac si¢ do skarmiania [8, 9].

Celem niniejszej pracy jest prezentacja metody znacznikowania pre-
paratéw biologicznie czynnych za pomoca n-heksanu oraz uzyskanych
wynikow badan.

Materiat i metody

W badaniach uzyto preparat staty granulowany Inoculant 1155 fir-
my Pioneer o nastgpujacych wlasciwosciach fizycznych: masa usypo-
wa 1040 kg'm'3, wilgotno$¢ wzgledna 2,5%, $rednia $rednica granulek
0,87 mm. Preparat aplikowano w ilosci 0,1% (1 kg na tong wilgotnego
siana). Preparat zawiera liofilizat naturalnych bakterii Bacilus spp. oraz
weglan wapnia. Gwarantowana ilo§¢ zywych bakterii to 1-10° cfu-g'l.

Dla potrzeb do$wiadczenia preparat mikrobiologiczny Inoculant
1155 znacznikowano metoda kontaktowa zapewniajaca duza wydaj-
nos¢ (Rys. 1). Opary markera przepuszczano przez ztoze preparatu do
momentu nasycenia wskaznika [10].
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Rys. 1. Znacznikowanie preparatu Inoculant za pomoca n-heksanu przy uzyciu me-
tody kontaktowej
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Zastosowany marker tworzy z preparatem wiazanie fizyczne (Rys. 2),
ktore pod wptywem ekstrahenta rozpada sig.
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Rys. 2. Schemat polaczen czasteczek markera z preparatem mikrobiologicznym

W celu uzyskania powtarzalnych wynikow opracowano algorytm
postepowania. Pobrana probke po oddzieleniu zanieczyszczen grubych
poddaje si¢ suszeniu do statej masy celem oznaczenia zawartosci wody.
Nastgpnie wysuszona, homogenizuje si¢ celem rozdrobnienia do po-
ziomu ponizej 150,0 pm. Rozdrobniona probke poddaje si¢ ekstrakcji
(ekstrahent — 150,0 ml) w uktadzie ciecz (aceton) — ciato state w tem-
peraturze 20+1,0°C z wykorzystaniem wytrzasarki przez 24 godziny
w szczelnie zamknigtych kolbach stozkowych o pojemnosci 250,0 ml.
Po odwirowaniu czg$ci statych na wiréwce, z dekantu nalezy pobrac
mikrostrzykawka 2,0-3,0 pl proby acetonowej celem oznaczenia anali-
tu za pomoca chromatografu gazowego oraz spektrometru masowego.

Do badan wykorzystano chromatograf gazowy Hewlett Packard
5890 series II (kolumna HP-1, o dlugosci — 30,0 m, $rednicy ¢ — 0,53
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mm, faza Hypersil ODS Shandon) z detektorem AED i ECD oraz spek-
trometr masowy (MS 5972 series Mass Selective Detektor — kolum-
na: Pona o dtugosci 25,0 m, $rednicy ¢ — 0,33 mm). Analizg wyko-
nano w trybie programowania temperaturowego: 20-120°C/10 min.,
120-180°C/20 min. i 180-260°C/20 min.

Probki pobierano z 15 réznych miejsc beli wedhug schematu przed-
stawionego na rys. 3.
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Rys. 3. Schemat miejsc pobierania probek siana z bel

Rownomierno$¢ wymieszania preparatu granulowanego Inoculant
1155 z sianem charakteryzowano za pomoca wskaznika nieréwnomier-
nosci wymieszania (wspotczynnik zmiennosci):

K:f 100% 1

gdzie:
K — wskaznik nierownomierno$ci wymieszania (wspolczynnik
zmienno$ci) dla zawarto$ci n-heksanu, [%],
@ — odchylenie standardowe, [mg-lOOg'l],
X, — Srednia arytmetyczna zawartos¢, [mg-100 g'l].

Walidacja opracowanej metody

W celu weryfikacji opracowanej metody dokonano badan wstepnych.
Zgodnie z przyjetym algorytmem dokonano iloSciowego oznaczenia
metoda wzorca zewngtrznego. Poziom odzysku n-heksanu uzyskany
w badaniach wynosit 89,1-94,6% przy czasie retencji tego alkoholu
Tr — 11,2-11,4 min. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 4.
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Rys. 4. Zaleznos¢ stgzenia n-heksanu oznaczonego w badaniach wstgpnych

W wyniku przeprowadzonej analizy wyznaczono rownanie regresji
(2) przy poziomie istotnosci p = 0,05. Jest to funkcja liniowa i cha-
rakteryzuje si¢ wysokim wspolczynnikiem determinacji R*=10,977, co
$wiadczy o dobrym wyznaczeniu zaleznosci funkcyjnych.

y=0,0098x )

Wyniki badan

W oparciu o uzyskane w doswiadczeniach polowych dane wykonano
histogramy rozkladu zawartosci dla poszczegodlnych plaszczyzn beli.

Przyktadowy histogram pokazano na rys. 5. Roznice istotne statystycz-
nie przy Najnizszej Istotnej Réznicy NIR, os= 0,749 wystapity pomigdzy
plaszczyznami poziomymi 4 i C. Ptaszczyzna pozioma B roznita sig¢ od
pozostalych i w miejscach znajdujacych sig tam stwierdzono $rednio
najwigksza zawartos¢ n-heksanu.
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Rys. 5. Histogram zawartosci n-heksanu w probkach siana dla ptaszczyzn pomiaro-
wych poziomych 4-C (wartos$¢ srednia). Wartosci oznaczone literami r6znia sig istot-
nie statystycznie (p < 0,05)

Wskazuje to na jednostkowe roznice w ilosci podawanego preparatu,
oraz prawdopodobny wptyw aplikatora (wskaznik nierdéwnomiernosci
aplikatora Gandy Jumbo £2%).

Obliczony wskaznik nierownomiernosci (wspotczynnik zmiennosci)
rozmieszczenia n-heksanu wynosit K = 61,1%.

Podsumowanie

Zastosowanie nowej metody znacznikowania preparatu mikrobiolo-
gicznego za pomoca h-heksanu umozliwito uzyskanie informacji o roz-
mieszczeniu preparatu mikrobiologicznego bezposrednio po zbiorze.
Metoda ta pozwala na prowadzenie do§wiadczenia w warunkach iden-
tycznych z warunkami wystgpujacymi w praktyce rolniczej.

Zastosowanie markera pozwala na wykorzystanie szybkich metod
analizy przy pomocy chromatografu gazowego i spektrometru maso-
wego. Jest to metoda przyjazna dla srodowiska, a pozostata po pobraniu
probek pasza jest bezpieczna dla zwierzat.

Zbior wilgotnego siana z uzyciem preparatow konserwujacych pod-
nosi jako$¢ uzyskanej paszy oraz zmniejsza wydatki energetyczne na
dosuszanie.
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