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och for att folja kvaveomsittning 1 simulerad stallmiljo
Bakgrund

I en pilotstudie (SLF H0941228) inom det tvérvetenskapliga samarbetsprojektet Fodrets Kretslopp
(http://www.slu.se/fodretskretslopp) identifierades ammoniakforlusterna i stallmiljon samt

utnyttjandet av stallgodselns kvive i praktisk véixtodling som viktiga omraden for atgérder i syfte
att na ett béttre totalt kviveutnyttjande. Forluster i stallmiljo och i samband med godselhantering
beror pa att kviveforeningar, framforallt urea i urinen, hydrolyseras till ammoniak. Den stora
utmaningen &r att anda halla kvar kvivet i systemet sa att det i sa stor utstrickning som mojligt
kan recirkuleras genom vixtodlingen.

En viktig del for att na bista utnyttjande av stallgodselkvive &r att sa riktigt som mojligt bedoma
effekten vid spridning. I vixtodlingssammanhang &r det stallgddselns innehall av
ammoniumkvédve som har den storsta betydelsen, eftersom det i huvudsak blir tillgingligt den
vixtsdsong godseln sprids. Analyser fran ett 100-tal gardar i Kalmar 14dn visade pa en variation
mellan 1-4 kg NH4-N/ton notflytgddsel, alltsa en tillférsel som varierar mellan 20-80 kg NHy-
N/ha vid en sa mattlig giva som 20 ton flytgodsel/ha (Greppa niringen, 2011). Det finns alltsa
stora mojligheter att forbéttra utnyttjandet av stallgddsel och sénka miljobelastningen med god
kunskap om stallgodselns aktuella sammansittning. Tillforlitliga, enkla och billiga
analysmetoder som kan anvindas i gardsmiljo for att analysera godsel skulle kunna hjilpa till att
forbittra bade miljoeffektivitet och ekonomi pa djurgérden. Sedan ett antal ar finns Agros Nova
Mk3 (Agros, Lidkoping), som skattar ammoniakhalten fran gastrycket nér godselprovet gors
alkaliskt. Forsok med Nira Infrarod (NIR)-teknik och métning vid spridningen (Agrovist) pagar
ocksa.

Sedan 2004 pagar vid Institutionen for husdjurens utfodring och vérd utveckling av
analysmetodik for vitskeprover baserat pa FTIR (Udén, 2009), samma teknik som anvénds for
analys av mjolkprover. FTIR-tekniken medger snabba analyser nér kalibreringar vil har
etablerats och 1 princip samtliga komponenter som finns 1 tillricklig koncentration (ca 0.1 g/I)
kan vid gynnsamma forhallanden analyseras samtidigt. Till skillnad fran (NIR) bygger FTIR pa
samband mellan funktionella grupper och absorbans 1 specifika delar av det centrala



vaglingdsomradet. FTIR-tekniken &r darfor mycket mindre beroende av uppdaterade
kalibreringar. Sedan nagra ar finns ocksa sma, bérbara instrument i storlek som en birbar dator
for analys av mjolkprover direkt pa garden till ett relativt lagt inkdpspris (ca 80 000 kr).

Syftet med projektet var att utveckla tillforlitliga kalibreringar sa att FTIR-tekniken kan
anvindas for samtidig analys av olika komponenter i vitskeprover, antingen pa laboratorium
med manga prover per timme eller direkt pa garden av radgivare med bdrbara instrument.
Dessutom dr avsikten att tillimpa metodiken for forskningsandamal. I forskning studeras ofta
ammoniakemission fran stallmiljo och gddsellager genom att méta koncentrationen i luft (Frank
& Swensson, 2002). Med FTIR-teknik finns mojlighet att till en lag kostnad samtidigt méta bade
forsvinnande av urea och bildande av ammoniak 1 vitskefasen.

Material och metoder

Provmaterial

For kalibreringsarbetet anvindes gardsprover med flytgodsel insamlade fran mellansvenska
gardar i SLF-projekt HO870039, nyinsamlade prover fran upplindska gardar och prover fran det
nedan beskrivna inkubationsexperimentet. For att utoka materialet lagrades opreparerade
duplikat av de nyinsamlade gardsproven ytterligare en manad i kyl efter forsta analys och
tillsattes extra urea innan fornyad preparering och analys.

Inkubationsexperiment

Som en del i projektet gjordes ett inkubationsexperiment med farsk flytgodsel. Trick fran tre
olika stallavdelningar med producerande kor vid SLU:s Lovstaanldggning samlades upp kvéllen
innan experimentet och kylforvarades 6ver natt som tre separata partier. Tricken fangades
antingen upp i fallet” bakom kon eller togs fran férska urinfria mockor pa baspall och
skrapgangar. Pa morgonen for experimentet samlades urin direkt fran urinerande kor i en av
stallavdelningarna till ett gemensamt prov. I uppsamlingen anvindes hinkar och dunkar som
skoljts med svag saltsyralosning for att hindra hydrolys av urea innan experimentstart. Vid
experimentets start blandades trick, urin och vatten samman i viktsproportionerna 50:36:14 och
portionerades ut med 5 kg vardera i totalt 12 plasthinkar som técktes med 16st liggande lock. Till
hilften av hinkarna hade vattnet forstirkts med urea (12,36 g urea-N/1). Eftersom urinen inneholl
5,08 g urea-N/I innebar det att koncentrationen av urea-N i flytgdodselblandningen férdubblades
med den extra ureatillsatsen. Av de 12 hinkarna med flytgddselblandning placerades 6 hinkar i
en lokal med temperatur 9°C och 6 hinkar i en lokal med temperatur 20°C. Det gav en
forsoksdesign med 2 temperaturer x 2 urea-N-nivaer X 3 upprepningar (de tre stallavdelningar
som tricken himtats fran). Direkt vid starten och vid tidpunkterna 1, 3, 5, 8 och 24 timmar samt
14 dygn miittes pH och tva 40 ml centrifugrér med prov togs fran inkubationshinkarna och
preparerades for analys enligt nedan.



Provpreparering, skanning och referensanalys

Tabell 2 visar den prepareringsprocedur som slutligen tillimpades. Provprepareringen maste dels
ge ett tillridckligt rent vitskeprov for att provet skall kunna passera analysinstrumentets
spaltoppning (40 um), dels reglera pH till 6nskat intervall. Kalibreringar for IR-spektra av
samma dmne kan ofta goras vid flera vitt skilda pH-omraden. Viktiga faktorer ar tillrackligt
avstand fran pKa for de &mnen som skall analyseras och att dessa dmnen har hog 16slighet i det
valda pH-omradet. I det hér fallet var pH < 2 lampligt. Trikloréttiksyra (TCA) dr en relativt stark
syra (pKa 0,9) som ofta anviinds 1 analysarbete for att félla ut t.ex. fororeningar eller proteiner
fran 16sningar. Inledningsvis testades olika koncentrationer av TCA kombinerat med filtrering
och centrifugering. Det visade sig att en koncentration av 70 g TCA/I 1 det firdiga provet var
tillrdckligt for att ge ett pH < 2 och ett tillrdckligt rent prov 1 kombination med kylcentrifugering.
Diremot lyckades inte forsoken att astadkomma ett rent prov utan centrifugering.

Tabell 1. Dataset for kalibrering

Dataset A B A+ B
Ursprung Gérdsprover Inkubationsexperiment
Antal observationer NH5-N 43 78 121
Medelvirde, g NH3-N/1 1,64 1,45 1,52
Maxvirde, g NH3-N/1 3,87 4,40 4,40
Minimivérde, g NH3-N/1 0,58 0,22 0,22
Standardavvikelse, g NH3-N/I 0,78 1,15 1,03
Antal observationer urea-N 8 78 106
Medelvirde, g urea-N/1 1.06 1.39 1.30
Maxvirde, g urea-N/1 423 3,47 423
Minimivirde, g urea-N/1 0,00 0.13 0.13
Standardavvikelse, g urea-N/I 147 1.20 128

Tabell 2. Prepareringsmetod for flytgodselprov till skanning pa FTIR-instrument

Grovsilning genom durkslag och 6verforing till 40 mL centrifugror
Centrifugering 30 min vid 4000 G och 6°C

Overforing av 30 ml supernatant till nytt centrifugror

Tillsats av 2,26 ml TCA-16sning 1000 g/1 (motsvarar 70 g/l i det firdiga provet)
Kylforvaring 6ver natt for att ge utfillning

Centrifugering 30 min vid 4000 G och 6°C

Skanning av provet pa FTIR-instrument




De preparerade proven skannades pa det ordinarie mjolkanalysinstrumentet vid Kungsidngens
forskningscentrum, ett FOSS FTIR 120 for transmittans i 1055 vagliangdsband i omradet 2,00 —
10,80 wm. I anslutning till skanningarna gjordes referensanalyser pa en AutoAnalyzer III (SEAL
Analytical GmbH, Norderstedt, Tyskland) med standardmetoder som ér vil etablerade pa vart
laboratorium. For NH3-N anvindes en Berthelotreaktion (fenol-hypoklorit) uppsatt enligt
Broderick & Kang (1980) och for urea-N en diacetyl-monoximmetod (Technicon, 1974).

Kalibrering

Tranmittansdata fran FTIR-instrumentet exporterades till Excel och konverterades till
absorbansvérden innan kalibrering. Med MiniTab, version 16, gjordes multipelregressioner med
absorbansvirden for de olika vaglingdsomradena som x-variabler och referensanalyser for NH;-
N respektive urea-N som y-variabler. Stegvis regression med sa kallad framléngesselektion
anvindes. Det innebir att nya forklarande variabler (vagliangder) tas med i modellen tills inga
nya variabler lingre uppfyller valda signifikanskrav, 1 det hir fallet p < 0,05 for att tas med och
dven for att fa vara kvar i modellen om nya variabler éndrar signifikansforhdllandena. Hela
datasetet anvéndes i detta forsta steg. Med koefficienterna for de signifikanta variablerna
(vaglangderna) gjordes sedan skattningar av NH3-N och urea-N for hela datasetet. Dessutom
gjordes korsvisa skattningar dér hela datasetet delades upp i tva delar, med gardsprover som en
del (A) och prover fran inkubationsexperimentet som en annan del (B). Alla vaglangder som
visat sig signifikanta anvindes for att gora en kalibrering med det ena datasetet, varefter de
tillimpades for att skatta NH3-N och urea-N for det andra datasetet.

Med tanke pa mojligheterna att anvinda sma birbara analysinstrument med ett litet antal fasta
filter gjordes ocksa liknande korsvisa kalibreringar med férre vaglingdsomraden. Den minsta
vaglingdskombination som gett ett R*> 0,98 i den inledande stegvisa regressionen anviindes.

Resultat och diskussion

Inkubationsexperiment

Figur 1 visar utvecklingen over tid for NH3-N, urea-N, (NH3-N + urea-N) samt pH 1
inkubationskirlen. Det var signifikanta effekter (p < 0,05) av ureatillsats och tid for halterna av
NH3-N och urea-N samt for summan (NH3-N + urea-N). For NH3-N och urea-N var dven
temperatureffekten signifikant, medan endast tidseffekten var signifikant for pH. Samspelet
temperatur x ureatillsats x tid var starkt signifikant (p < 0,001) for alla fyra responsvariablerna i
Figur 1. Allt urea-N hade hydrolyserats till NH3-N efter 24 timmar, med undantag for proven
med extra ureatillsats i kall miljo. Halten av NH3-N okade i takt med forsvinnandet av urea-N, sa
att summan var konstant de forsta 8 timmarna. Efter 24 timmar fanns en svag 6kning av summan
i den varma miljon och efter 14 dygn hade summan 6kat ocksa i den kalla miljon. Sannolikt har
en viss hydrolys till ammoniak av andra kvéveforeningar 4n urea skett (Bussink & Oenema,

1998).
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Figur 1. Forsvinnande av urea-N, bildning av NH3-N och pH-fordndring vid inkubation av
flytgodsel efter blandning av trédck, urin och vatten vid tiden 0. Inkubation i kall (9°C) eller varm
(20°C) omgivning. Urea” innebdr att extra urea tillsats med samma méngd som tillforts med
urinen. Varje punkt &r ett medelvirde fran 3 observationer. Storsta standard error of difference
(SED) ér: 0,086 g urea-N; 0,108 g NH3-N; 0,072 g (NH3-N + urea-N) och 0,117 pH-enheter.

Med de reaktionskonstanter som Muck (1982) miitte upp for ureas i kogddsel borde all urea
hydrolyseras pa cirka 7 timmar vid 20°C och pa 14 timmar vid 9°C. Muck (1982) rapporterade
att 95 % av urinens urea hydrolyserades pa 6 timmar vid 30°C, medan det krivdes 24 timmar vid
10°C. Kvoten urea-N:triack (vatvikt) var hos Muck (1982) i niva med de prov i detta forsok som
inte tillsatts extra urea, medan proverna med tillsats hade dubbelt sa hog kvot urea-N:triack. Det
ar alltsa rimligt att anta ureasaktiviteten helt enkelt inte rdackt till pa grund av den hoga andelen
urea-N. Proverna utan ureatillsats hade kvoter motsvarande godseln fran kor i mittlaktation och
foderstater med 170 g RP/kg ts, medan proverna med tillsats motsvarade godseln fran kor med
210 g RP/kg ts 1 foderstaten (Burgos et al., 2010).

Det dr ocksa troligt att ureahydrolysen bromsades av den pH-okning som ammoniakbildningen
fororsakade. Muck (1982) noterade avtagande ureasaktivitet utanfor det optimala pH-omradet



6,6 -7,6. I detta forsok gick det att se ett avtagande ureaforsvinnande kopplat till hogt pH efter 6-
8 timmar for alla forsoksleden utom for de ureatillsatta proven i varm miljo.

Kalibreringar

Tabell 3 visar de vaglingdsomraden som anvéndes vid kalibreringarna. Vid den stegvisa
regressionen av hela datasetet var 8 vaglangder signifikanta for NH3-N och 13 véglingder var
signifikanta for urea-N. Det minsta antal vaglangder som kréivdes for att ge R > 0,98 var 3 for
NH3-N och 5 for urea-N. Figur 2 visar kalibreringen for NH3;-N med hela datasetet och alla
signifikanta vaglangder. Tabell 4 ger statistik for denna kalibrering och for de korsvisa
kalibreringar dir data delats upp i ett kalibreringsset och ett valideringsset (A och B som
beskrivs 1 Tabell 1). Samtliga kalibreringar uppfyllde kravet att kvoten Standardavvikelse
dataset/ Standardavvikelse regression skall overstiga 3. De kalibreringar som gjordes med dataset
A (gardsdata) blev genomgaende bittre dn de som gjordes med dataset B
(inkubationsexperimentet). Det beror sannolikt pa en storre spridning i sammanséttningen av
girdsprover. Aven om varje prov frin inkubationsexperimentet hade en unik kombination av
halter av NH3-N och urea-N sd hade de @nda en ensartad bakgrund och formodligen ganska
likartade spektra 1 dvrigt.

I Figur 3 aterges kalibreringen for urea-N med hela datasetet och i Tabell 5 finns statistik for alla
kalibreringar for urea-N. Aven for urea-N var kalibreringar frin gardsproverna (A) biittre for att
predikera vérden fran inkubationsexperimentet (B) dn vice versa. Den mycket hoga
variationskoefficienten (79 %) med kalibrering fran minimiantalet vagldngder och set B beror pa
att den kalibreringen resulterade i manga negativa prediktioner.

Tabell 3. Vaglingder som anvints for kalibreringarna

Alla signifikanta vaglingder Minimiantal vaglingder
NH;-N Urea-N NH3-N Urea-N
9,672 um 9,495 pm 9,565 pm 10,008 um
9,600 um 8,786 um 6,968 um 9,095 um
9,565 um 8,640 um 6,680 um 8,640 um
7,005 pm 8,526 um 7,200 um
6,968 um 7,240 pm 5,709 pm
6,680 um 7,063 um
6,529 um 6,987 um
5,799 pm 6,839 um

6,322 um

6,307 pm

5,851 pm

5,697 um

4,863 pm




Tabell 4. Kalibreringsresultat for NH3-N

Dataset kalibrering A+ B A B A B
Dataset predikerat A+B B A B A
Antal anvinda vaglingder 8 8 8 3 3
Regression (observerade vidrden som y, predikerade som x)
Intercept -0,13 -0,11 -0,24 0,01 0,16
Lutning 1,03 1,06 1,07 1,02 0,89
R’ 0,997 0,995 0,981 0,996 0,966
Stdav' regression, g NH;3-N/1 0,06 0,08 0,11 0,07 0,14
Stdav' dataset/Stdav' regression 17,5 13,7 7,2 16,3 5,4
Variationskoefficient” regression 4% 6% 6% 5% 9%
Prediktionsfel (RMSPE)®, g NH3-N/1 0,11 0,11 0,17 0,08 0,17
Relativt prediktionsfel (MPE)* 7% 7% 10% 5% 11%
Fordelning av variansen
Generell bias 65% 6% 50% 17% 2%
Lutningsbias 6% 35% 9% 7% 31%
Slumpmissig bias 28% 59% 41% 76% 67%

'Standardavvikelse; “Stdav regression/predikerat medelvirde; “Root Mean Square Prediction
Error; 4RMSPE/predikerat medelvirde
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Figur 2. Kalibrering for NH3-N med alla data (A+B) och 8 vaglidngder.



Tabell 5. Kalibreringsresultat for urea-N

Dataset kalibrering A+ B A B A B
Dataset predikerat fran IR A+B B A B
Antal anvinda vaglingder 13 13 13 5 5
Regression (observerade vidrden som y, predikerade som x)
Intercept 0,07 0,12 -0,22 -0,15 0,37
Lutning 1,01 0,97 1,09 1,07 1,01
R’ 0,997 0,997 0,967 0,968 0,959
Stdav' regression, g urea-N/1 0,07 0,07 0,27 0,22 0,30
Stdav' dataset/Stdav' regression 19,3 16,8 5,4 5,6 4,8
Variationskoefficient” regression 5% 5% 34% 15% 79%
Prediktionsfel (RMSPE)3, g urea-N/1 0,11 0,12 0,31 0,23 0,48
Relativt prediktionsfel (MPE)4 9% 8% 29% 17% 45%
Fordelning av prediktionsfelet
Generell bias 63% 54% 36% 5% 79%
Lutningsbias 2% 9% 29% 11% 7%
Slumpmiissig bias 34% 37% 35% 85% 15%

'Standardavvikelse; “Stdav regression/predikerat medelvirde; “Root Mean Square Prediction
Error; 4RMSPE/predikerat medelvirde
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Figur 3. Kalibrering for urea-N med alla data (A+B) och 13 vaglidngder.



Publikationer

En publicering som Technical Note planeras i "Agriculture, Ecosystems & Environment” eller
annan motsvarande tidskrift inom omradet.

Slutsatser

Ureasaktiviteten i track fran producerande kor ér tillrdcklig for att hydrolysera all urea fran
kornas urin till ammoniak och koldioxid inom 24 timmar utom vid foderstater med raproteinhalt
over 170 g/kg ts och omgivningstemperatur under 20° C.

Koncentrationen av NH3-N i flytgodsel kan skattas med ett prediktionsfel omkring 0,1 g/l fran
absorbansen hos tre vaglingder inom MID-IR-omradet. Det gor det mojligt att anvidnda
instrument med fasta filter. Koncentrationen av urea-N kan ocksa skattas med ett prediktionsfel
omkring 0,1 g/l om 13 vaglangder anvinds. Med atta vaglangder fordubblas prediktionsfelet.
Tekniken kan direkt anvéndas for att samtidigt médta NH3-N och urea-N i olika experiment med
flytgddsel och for att analysera NH3-N 1 gbdselbrunnar infor spridning. Den viktigaste
forutsittningen for att kunna anvidnda metoden i félt och under enklare forhallanden é&r att
provprepareringen kan goras enklare.

For kalibrering bor prover med sa olika bakgrund som mojligt, till exempel prover fran olika
gardar, anvindas.

Resultatformedling till niiringen
Resultaten kommer att formedlas till Greppa Naringens radgivare.
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