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Detta dr en prelimindr slutrapport som bara presenterar mindre delar av resultaten.
Kompletterande analyser kommer att goras under augusti-september 2016 for att kunna tolka
och presentera huvuddelen av resultaten i en komplett slutrapport senast 1 oktober 2016.

Bakgrund

Foderproteinets vomnedbrytning &r en hornsten i fodervarderingssystem for idisslare. Den midtmetod som
oftast anvinds dr in sacco-tekniken dir ett foderprov inkuberas i finmaskiga pasar i vommen och
kvarvarande proteinméngd bestdms vid ett antal tidsintervall. Darifran berdknas effektiv
vomnedbrytbarhet — EPD — (AAT-/PBV-systemet, Madsen, 1985) eller nedbrytningshastighet och
potentiell vomnedbrytbarhet (CNCPS, Fox m fl., 2004; Norfor, Volden, 2011). In sacco-metoden &r
behiftad med svagheten att protein som forsvunnit ur pasen betraktas som nedbrutet. Det gor att protein
som é&r 16sligt klassas som direkt nedbrutet. | manga av de hemmaproducerade proteinfoder, som kan
odlas i Norden, &r storre delen av raproteinet 16sligt men i form av dkta protein. Det géller kallpressad
rapskaka och baljvaxter som érter, lupiner och dkerbonor (Hedqvist & Udén, 2006; Udén & Eriksson,
2012). Den 16sliga delen av foderproteinet kan inte viarderas med in sacco-metoden utan fér i NorFor-
systemet en schablonmaéssig nedbrytningshastighet. Ocksa vallfodrets proteinvirde kan vara svért att
fanga in. Fortorkning fore ensilering kan minska andelen 16sligt protein dramatiskt (Eriksson m fl., 2009)
och det samma géller kraftig syratillsats (Jaakkola m fl., 2006). Nedbrytningshastigheten for detta protein
ar dock sannolikt sd hog (Huhtanen m. fl., 2008) att den dr svéar att finga upp med in sacco-tekniken. In
sacco tekniken ar dessutom dyr — en analys kostar mellan 5 000kr — 10 000kr beroende pa vilka
komponenter som tas med i analysen.

For att kunna méta nedbrytningshastighet av protein som antingen &r 16sligt eller av andra skél inte
lampligt for in sacco-tekniken har en rad metoder utvecklats, dir svarigheten oftast varit att hitta en
markor som vél beskriver proteinnedbrytning. Den inhiberade in vitro-tekniken (Broderick, 1987) bygger
pa att mikrobproteinsyntesen blockeras sa att ammoniak ackumuleras i takt med att
foderproteinnedbrytningen fortgar. Det har nackdelen att nedbrytningen ocksé riskerar att himmas.
Hedqvist & Udén (2006) modifierade tekniken genom att ta bort inhibitorerna och istéllet méta
kvarvarande foderprotein med bicinchoninic acid (BCA), som dock ger avvikande resultat fran
raproteinanalys med Kjeldahlmetoden. En annan teknik &r métning av total gasproduktion och
ammoniakbildning for olika kolhydrattillsatser till ett proteinfoder (Raab m fl, 1983; Karlsson m fl.,
2009), vilket gor att det gar att extrapolera till vad ammoniakbildning (och ddrmed proteinnedbrytning)
skulle vara utan tillsats. Extrapoleringen gor att metoden blir mycket kénslig for bakgrundshalten av
ammoniak i vomvétskan.

En forbéttrad metod for att beskriva nedbrytningen av framforallt den 16sliga proteinfraktionen &r alltsa
mycket angeldgen. I Norfor séitts nedbrytningshastigheten for den 16sliga delen schablonmaéssigt till 150%
per timme pé samtliga fodermedel. Det skall jamforas med vérden pa mellan 18 och 46% per timme som



uppmiittes av Hedqvist & Udén (2006) pé linfrokaka, kallpressad rapskaka, lupin och érter. Inhemska
proteinfodermedel som kallpressad raps, drter och dkerbona innehaller mellan 50 och 70 % 16sligt protein,
vilket kan jamforas med 13% i sojamjol och 8% i virmebehandlat rapsmjol. Den hdga andelen 16sligt
protein, i kombination med den i Norfor hoga, antagna, nedbrytningshastigheten for 10sligt protein, gor att
gardsproducerade proteinfoder “straffas ut” och endast kan utgdra en begrinsad andel av en optimal
foderstat. Om den verkliga nedbrytningshastigheten for 16sligt protein ligger pa 50% per timme, istéllet
for schablonvirdet 150 % som anvénds i NorFor, blir situationen en helt annan och mer dkerbona skulle
passa in i utfodringen (Maria Akerlind, Svensk Mjolk, personligt meddelande). Resultaten fran Hedqvist
& Udén (2006) antyder att den 16sliga fraktionens nedbrytningshastighet ér kraftigt dverskattad i Norfor.
Det stods ocksé av det faktum att ekologiska mjolkproducenter ofta har hdgre avkastning med enbart
hemmaproducerade proteinfoder dn vad foderstaten berikningsmaéssigt borde tillata.

En alternativ metod for att skatta proteinnedbrytning &r att méita produktionen av vitesulfid, H»S, som
bildas i vommen vid mikrobiell nedbrytning av svavelhaltiga foreningar. Svavel i foder finns framst i
proteinfraktionen och dér i de svavelhaltiga aminosyrorna metionin och cystein. Vitesulfid bildas i forsta
hand fran cystein som ger en snabb och tydlig respons vid inkubering som ren aminosyra (Bird, 1972;
Dewhurst m fl., 2007). Vitesulfid som produceras i vommen forsvinner snabbt fran vomvitskan via
diffusion genom vomvéggen (Bray och Till, 1975) och avgang till gasfasen (Gould, 1997). En 6kning av
vétesulfidproduktionen paverkar darfor i férsta hand koncentrationen i vomgaserna. Den korta
halveringstiden i vommen gor vétesulfiden till en 1&mplig markor for snabba nedbrytningsforlopp och
didrmed for 16sligt protein. I ett forsok dar stétdoser med dkerbdna och rapsmjol gavs till vomfistulerade
kor (Eriksson och Rustas, SLF-projekt V1230042) kunde vi se en 6kning av vétesulfidkoncentrationen i
vomgaserna inom 20 minuter efter utfodring (Figur 1.). Motsvarande resultat har rapporterats fran
liknande forsok med andra fodermedel och rena aminosyror (Fonseca m fl., 2013; Dewhurst m f., 2007).
Vi kunde ocksa se att vitesulfidkoncentrationen i vomgaserna blev betydligt hogre med rapsmjol, som
inneholl drygt fem ganger sa mycket svavel som akerbonan (Eriksson och Rustas, opublicerat).
Rapsmjolet orsakade en betydligt mer utdragen vitesulfidavgéng dn akerbonan (Figur 1.) och det skulle
kunna forklaras med den hogre andelen metionin. Ett stdd for det ar de hoga halter metylmerkaptan och
dimetylsulfid som vi uppmaitte efter utfodring av rapsmjélet och som var betydligt hogre 4n med
akerbona. Metionin ger betydlig ldgre respons én ékerbona i vétesulfidproduktion men den vétesulfid som
produceras avges under lingre tid (Bird, 1972). Det beror formodligen pé att metionin metaboliseras pa
ett mer komplicerat sitt, ddr savil metylmerkaptan som dimetylsulfid bildas (Salsbury och Merricks,
1975) och varifran vitesulfid i sin tur avges (Bird, 1972; Bray och Till, 1975). Vidare fann vi att en hogre
proteingiva gav hogre vétesulfidkoncentration pa motsvarande séitt som Dewhurst m fl. (2007)
rapporterade om en linjér 6kning av viétesulfidkoncentrationen med stigande giva av cystein. Fonseca m
fl. (2013) jamforde vatesulfidkoncentration i vommen och in sacco-nedbrytning hos majsglutenfoder med
olika grad av proteintillginglighet. Forfattarna menade att metodik, som utnyttjar vitesulfidproduktion i
vommen skulle kunna ge en béttre bild av nedbrytningsmonstret hos 16sligt protein, som ofta har hog
nedbrytningshastighet, dn in sacco-metodik.

Syftet med detta projekt var att utarbeta en in vitro-metod som utnyttjar vétesulfid som markor for
proteinnedbrytning.



Material och metoder

Utrustning

Inkubationerna har i huvudsak gjorts med en utrustning for korttidskultur i 8 kirl (Figur 1), modifierad
fran Czerkawski & Breckenridge (1969). Volymen hos inkubationskarlen dr 700 ml men totalvolym
inklusive lock, anslutningsror och slangar dr 1122 ml.Varje inkubationskérl har ett separat uttag som
anvands for uppsamling och avldsning av det verskott av fermentationsgas som bildats. Det finns ocksa
en omrorningsslinga som kontinuerligt pumpar runt inkubationskérlets gasfas och bubblar ut den i kérlets
botten. Den ursprungliga intentionen var att montera en sensor for H>S pé varje omrérningsslinga. Det
visade sig dock att de elektrokemiska métceller som éar tillgingliga inte tolererar kondenserande fuktighet,
som uppstar i omrorningsslingan. Istillet anvéndes ett portabelt mitinstrument (GA2000, Geotech,
Lemington Spa, UK) som kopplades in via shuntuttag pa pumpslingan. Gas fran omrorningsslingan
passerade vid métningen genom instrumentet och aterfordes till inkubationssytemet. Instrumentet fylldes
med koldioxid fore inkoppling och ventilerades efter varje métserie med luft med hjélp av instrumentets
inbyggda pump for att férhindra fuktproblem. Instrumentet hade ocksé ett fuktfilter pa inloppsledningen
som byttes med tdta mellanrum.

Omrorningsslinga

Gasanalysinsttument
med shuntuttag

=
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Figur 1. Den inkubationsutrustning som anvénts (vanster) och principskiss éver funktionen (hoger).

Kolhydratkdlla for inkubation

Syftet med den kolhydratkélla som anvindes var att underhalla en fermentation under ca 4 timmar med
hjélp av relativt snabbt tillgingliga kolhydrater. Darfor anvéndes lika delar av laktos (BDH 10139) och
applepektin (Fluka 76282), 1.25 g av vardera kolhydraten i varje inkubationskérl.

Proteinfoder for inkubation

Foderprover fran SLF-projekten “Nérproducerat foder fullt ut” och ”Akerbéna till gris” anvindes. Proven
maldes pa hammarkvarn (Kamas) genom 1 mm sall. Virmebehandling av &kerbona med behandlingar
motsvarande de som anvéndes i full skala av Martinussen et al. (2013) gjordes pa laboratoriet pa foljande
sétt: Det omalda provet placerades pa plat i ugn vid fastilld temperatur (100 - 200° C) under 1 timme och
angades dérefter under lock pé plat ovanfor vattenbad vid 100 ° C under 30 minuter. Slutligen torkades
provet vid 50° C fore malning.

Efter inledande inkubationer med olika provméingder anvéndes prov motsvarande ca 3.8 mg cystein (1 g
torrt prov av dkerbona) for att ge koncentrationer av H,S som inte 6verskred instrumentets métomrade
(500 ppm). For inkubationer med rent cystein sattes 1.4 ml av en 16sning med 4 g/L av
cysteinhydrokloridmonohydrat (Merck 1.02839.0100) i avjonat vatten till inkubationskarlet.



Vid inkubationerna f6ljdes i stora drag den metodik som tidigare beskrivits av Eriksson & Murphy
(2004). De vattenbad som inkubationskérlen stod i virmdes upp till 39° C och systemet gasades med
CO,. Den kolhydratkilla som anvéndes vid inkubationen sattes till varje inkubationskérl. VOS-buffert
(Lindgren, 1979) sattes till varje kérl med 250 ml under fortsatt gasning. Vamvétska hdmtades fran en
fistulerad sinko pa underhallsfoderstat vid Lovsta i ett CO,-gasat kérl som transporterades i varmeisolerad
lada vid 39° C. Vamvitska togs dels fore forsta utfodring, dels kl. 12.00. Vamvitska silades genom
durkslag med 1 mm &ppningar under gasning med CO; och 250 ml vamvitska sattes till
inkubationskarlen. For att undvika effekter av en eventuell lagfas tillsattes inte det proteinfoder som
skulle utvérderas forrédn tydliga tecken pa fermentation syntes genom att overskottsgas samlats i de métror
som var anslutna till varje inkubationskérl. Det intrédffade efter ca 50 min. Koncentrationen av H,S mattes
sedan ca var 15:¢ minut i 75 min och dérefter varje timme tills inkubationen avbrdts 5 tim efter tillsats av
proteinfoder. pH maittes vid avslut.

Analyser

Rutinmetoder anvéndes for analys av Kjeldahlkvive och cystein. HS/H,S analyserades enligt Siegel
(1965), bade manuellt och med en AutoAnalyzer-applikation. Analyserna av HS/H,S i vitskefasen
fungerade inte tillfredstéllande och méste goras om for att kunna avgora hur stor andel av H,S-
produktionen som inte mattes upp i1 gasfasen.

Berdkning
Produktionen av H»S 1 tidsintervallet t.; — t berdknades som:

(Koncentration (t) — koncentration (t.1)) X headspacevolymen 622 ml +
((Koncentration (t) + koncentration (t.1)/2) x gasproduktion i tidsintervallet

Resultatet multiplicerades med 107 for konvertering till ml H,S och motsvarande blankvirde drogs bort
for att ge en nettoproduktion.

Resultat

De resultat som presenteras hdir utgér en mindre del av de totala resultaten. Fullstindiga resultat
kommer att presenteras ndr kompletterande analyser gjorts.

Gasvolymen 6kade linjart fran och med tillsatsen av proteinfoder/cystein och var i samma storleksordning
som Eriksson & Murphy (2004) fann vid tidigare inkubation med samma metodik. pH var vid
inkubationens slut 6.6 — 6.8. Producerad méngd H»S varierade fran -0.04 ml till 0.24 ml (visas ¢j). Det
upptriadde dock manga negativa nettovirden for olika tidsintervall med det sittet att rikna. Darfor
presenteras istdllet nettokoncentrationer, som gav stabilare kurvor. Det rittfardigas ocksé av att
koncentrationsférdndringen i headspacevolymen i regel var en dominerande del i ekvationen som
presenteras under “Berdkningar”. Figur 3 visar koncentrationer av H,S in vitro for rent cystein inkuberat
med vamvitska uttagen antingen fore morgonutfodring eller 4 timmar efter forsta utfodring. Vardena ar
korrigerade for blank (inkubation med vamvitska, buffert och kolhydratkilla men utan cystein). Hogsta
koncentration naddes efter 30-40 min. Den mer aktiva vamvétskan uttagen ca 4 timmar efter forsta
utfodring gav bade snabbare 6kning och hogre topp dn vamvétska himtad innan donatorkons forsta
utfodring. Figur 4 visar resultat for obehandlad och virmebehandlad &dkerbona (140° C) uttryckt som
andel av hogsta koncentration med cystein. Detta for att kompensera for nivaeffekten av olika
inkubationsomgéngar. Den virmebehandlade dkerbonan gav en mycket l&ngsammare, linjar 6kning av
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H,S-koncentrationen som inte forrdan vid 5 timmar hunnit ifatt koncentrationen med den obehandlade
bonan.
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Figur 3. Blankkorrigerad koncentration av H,S in vitro vid inkubation med 3.8 mg cystein med
vamvitska uttagen fore morgonutfodring eller 4 tim efter utfodring.
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Figur 4. Koncentration av HS in vitro vid inkubation av 1 g dkerbona, antingen obehandlad eller
virmebehandlad. Koncentrationen &r uttryckt i férhéllande till den hdgsta koncentration som samtidig
inkubation av motsvarande méngd cystein gav.

Diskussion

Fordndringarna i HoS-koncentration under inkubation med cystein liknade de resultat in vivo som
Dewhurst et al. (2007) rapporterade med en topp efter ca 30 min. Med obehandlad &kerbona var ddremot
utvecklingen l&ngsammare dn vad Rustas et al. (2013) observerade in vivo, toppen ndddes in vivo redan
efter ca 40 min och efter 90 min var koncentrationen av H»S nere vid baslinjen igen. Toppen in vitro
dr6jde ca 2 tim och koncentrationen vinde aldrig ner mot baslinjen p& samma sétt som till exempel
cystein gjorde i Figur 3. Det finns flera troliga orsaker. Vid inkubation in vitro blir férhallandena mindre
gynnsamma dn i vammen dven om bésta mojliga anaerobteknik tillimpas. Det ger ofta upphov till en
lagfas och édven till ldngsammare fermentation dérefter. In vivo pagér ocksa processer med uppstdtning av
vamgaser, resorption och utfléde ur vimmen, som ger effekter som inte kan ses in vitro. Den H,S som gar
att mita speglar sannolikt inte heller hela proteinnedbrytningen, eftersom en mikrobproteinsyntes hela
tiden pégar.

En annan orsak till ett mer utdraget forlopp in vitro kan vara pH-effekten. H,S har pKa 7.04 (Handbook
of Chemistry and Physics, 62™ edition), dir alltsa lika delar finns som HS™ och som gasformen H,S. Vid
det pH som radde under inkubationerna (6.6 — 6.8) bor darfor 64-73% ha funnits som H,S och resten som
HS". Jamvikt stéller in sig mellan de olika formerna, men nya resultat av Wu et al. (2015) har visat pa
komplexa samband vid in vitro-inkubationer. VOS-buffert och vamvétska i de proportioner som anviandes
valdes for att kunna hélla ett relativt stabilt pH-virde under inkubationen. Analys av vétskefasen skulle
sedan visa fordndringar i innehall av HS/H,S dér sa att det gick att kompensera for dem. Tyvérr maste
dessa analyser goras om for att kunna dra sékra slutsatser. Det dr planerat att utforas nir labpersonalen ar
tillbaka i slutet av augusti.

Ett alternativ for att minska problemet med effekten av varierande pH &r att helt enkelt gora
inkubationerna vid ett ldgre pH. Det &r en etablerad teknik vid kontinuerlig kultur att hélla pH inom
intervallet 5.1 — 5.8 med sma doser av lut och saltsyra (Ruiz-Moreno et al., 2015). Det skulle innebéra att
mer dn 95% av frigjord sulfid alltid finns som H»S och minimera pH-effekten. For en standardmetod {or



analys bor det dock goras med en buffert och inte genom tillsats av syra och lut. Det har ocksa
forekommit att in vitro-forsok med H,S som markor gjorts med enbart vamvétska utan nagon buftert
(Héll-Larsson, 2004) och pH fatt sjunka fran 6.9 till 5.5 under inkubationens gang. Det innebér
formodligen en underskattning av nedbrytningen i borjan.

Det var ett mycket tydligt utslag for virmebehandling av akerbona i linje med vad Martinussen et al
(2013) observerade, dar andelen 16sligt protein minskade fran 70 till 20% och proteinets
nedbrytningshastighet in sacco fran 11 till 4%/h f6r motsvarande virmebehandling. Métning av H»S-
bildning in vitro klarar alltsa vil av att identifiera minskad nedbrytningshastighet for samma foder utsatt
for olika behandling. For att 6versétta resultaten till en nedbrytningshastighet eller effektiv nedbrytbarhet
finns flera végar att gd. Kurvanpassning kan goras som for in sacco med antagandet att fermentationen
fortgar med samma hastighet in vitro. Jimforelse kan ocksé goras med ett standardprotein som kasein.

Publikationer
De fardigbearbetade resultaten kommer att publiceras tillsammans med de bada in vivo-forsok som
gjordes i SLF-projekt V1230042.

Slutsatser
De slutsatser som kan dras for nérvarande ér att H,S som markor tydligt identifierar den sénkta
nedbrytningshastigheten efter virmebehandling av dkerbona.

Resultatformedling till ndringen

Nar de slutgiltiga resultaten foreligger kommer de att tillsammans med implikationerna for tillaimpad
fodervirdering att formedlas till ndringen genom Norfors Scientific Advisory Group, genom artikel i
tidningen Husdjur och genom presentation pa Véxa Sveriges D&U-konferens.
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