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1. Bakgrund

Griis, klover och helsédd innehaller socker och helsdd av spannmal och trindsédd innehéller
dessutom betydande méngder stirkelse, f.a. i senare mognadsstadier (Aufrere et al., 1992).

Fruktaner finns framst i C3-grés och klassas oftast som socker for idisslare pga. en hor
nedbrytningshastighet (Van Soest, 1994). Socker och stirkelse utgdr den storsta andelen av de
sa kallade icke-strukturella kolhydraterna (NSC) och paverkar fibernedbrytningen negativt
(Khalili och Huhtanen, 1991).

Normalt extraheras socker i vatten fore analys men for samtidig analys av stirkelse i helsidd
fordras en acetatbuffert. Det vore dérfor limpligt om dessa medier vore jimforbara med
avseende pa sockerextraktionen.

Ugnstorkning dr det normala preparationsforfarandet vad giller socker- och stirkelseanalyser
trots att flera forskare visat pa betydande forluster med denna metod jamfort med frystorkning
(Deinum och Maassen, 1994; Nielsen et al., 2007; Pelletier et al., 2010). Vare sig ugns- eller
frystorkning av prover &r ett alternativ om &dven flyktiga &mnen (ammoniak, alkoholer och
delvis syror) i ensilage ocksa skall analyseras. Dessa maste i stillet extraheras direkt fran det
farska provet genom pressning eller urlakning med vatten. Det finns lite information om
sockeranalys pa extrakt fran otorkade prover fran pressning eller urlakning med kallt vatten
vilket skulle vara ett arbetsbesparande alternativ om @ven fermentationsprodukter skall
analyseras.

Preliminéra resultat (Udén, 2009a) har visat lovande resultat av samtidig analys av
fermentationsprodukter och socker med FTIR-spektroskopi (Fourier Transform (mid)
infrared) i ensilageextrakt. Dessa resultat tyder pa att en enkel extraktion, foljt av FTIR-
analys, kan vara en kostnadseffektiv och snabb analysmetod.

Malet med denna studie var att: i) jamfora fyra olika extraktions- och preparationsmetoder for
Iosligt socker i vallvixter, ii) jimfora hetvattensextraktion med acetatbuffertextraktion for
vallvixter och iii) kalibrera ett FTIR-instrument mot extraherbart socker och stirkelse.

2. Material och metoder

En fullstindig beskrivning av material och metoder finns beskriven av Udén (2010). Nedan
foljer en synopsis.

Prover och provberedning

Tjugofyra direktskordade eller fortorkade klover-grasprover insamlades i Sverige och Norge
bestaende av 16 grisprover, 4 klover-grisblandningar, 1 kérringtand samt 12 helgrodor av
vete (2), korn (2), havre (2), majs (4) och irter (2). Hilften var i form av gronmassa och
hilften ensilage. Alla prover vara frusna, maldes frusna pa kottkvarn, blandades och delades
upp var for sig sa att 1/3 ugnstorkades (ODR) i 16 timmar vid 60°C, 1/3 frystorkades (FDR)



och en 1/3 frystes ner igen (FF). De frusna proverna av extraherades antingen i kokande eller
rumstempererat vatten (klover-gris) eller i acetatbuffert (helsidd). Alla torkade prover maldes
pa ett 1-mm’s sall fore vidare extraktion och analys.

Extraktion av losligt socker [Su(s)]

Provmingder, extraktionsvolymer, tider och temperaturer visas i Tabell 1. Losligt socker
antogs besta av glukos, fruktos, sukros, fruktaner och, som det senare visade sig, dven av
16slig stirkelse i helgrodan. Prover togs fran alla extrakt for enzymatisk- och FTIR-analys.

Tabell 1. Extraktionsspecifikationer

Prov Behandling® Vég Losn.medel Volym (mL) Temp.” Tid
Klover-gris ODR, FDR 2 Vatten 100  100°C 3 min
Klover-grds FF 10 Vatten 100  100°C 3 min
Klover-grds FF 100 Vatten 100 20°C 30 min
Klover-gris ODR, FDR 0.7 Acetat 30 60°C 40 min
Helgroda ODR, FDR 2 Acetat 100 60°C 40 min
Helgroda FF 10 Acetat 100 60°C 40 min

*ODR = ugnstorkat; FDR = frystorkat; FF = otorkat.

Enzymatiska analyser

Alla extrakt analyserades for Su(s) enligt Udén (2006). Dessutom analyserades extrakt av
helgrodor dven for summan av Su(s) och 16slig stéirkelse [St(s)] efter att extrakten
hydrolyserats enligt Sveinbjornsson et al. (2007). Aven analys av oloslig stirkelse [St(i)]
gjordes enligt Sveinbjornsson et al. (2007) som i forsta steget gav ett virde pa NSC. Halten
St(i) berdknades sen som NSC — X(Su(s) + St(s)).

Analys av torrsubstans (TS) och vatten

Analys av ts av lufttorra prover gjordes genom torkning 116 timmar i flikttorkskap vid 105°C.
Extrakt av fran FF-prepareringen med rumstempererat vatten gjordes genom Karl Fisher-
titrering. Detta mojliggjorde korrektion av extraktvolymerna som inte &r identiska med tillsatt
volym vatten.

FTIR- analys

Spektra erholls fran samtliga extrakt (vatten och acetat) samt efter amylasnedbrytning av
helgrodor. Helgrodorna preparerades enligt Udén (2009b). Ett standardinstrument for
mjolkanalys (FT120, Foss Electric A/S, Hillergd, Danmark) anvindes for skanning av
extrakten.
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Berdkningar och statistiska analyser

Alla extrakt korrigerades for utspadning och beridknades pa féarskbasis for att undvika
paverkan av andra forluster, t.ex. vid torkning, i form etanol, ammoniak, mm.

Variansanalys utfordes pa de enzymatiska analysdata (GLM proceduren i Minitab, v.15,
Minitab Inc., State College, PA, USA). For att testa effekten av preparationsmetod pa
aterfunnen Su(s) efter vattenextraktion anvindes 96 observationer (medelvérden av duplikat)
bestaende av 24 klover-grisprover x 4 preparationer (ODR, FDR, FF — kall eller het
extraktion). For att testa effekten av I6sningsmedel (vatten eller acetatbuffert) vid extraktion
av Su(s) i klover-grisprover anvindes 96 observationer som utgjordes av 24 prover x 2
prepareringar (FDR och ODR) x 2 16sningsmedel. Variansanalys av helgrodornas innehall av
Su(s), St(s), St(i) samt totalstirkelse [St(tot)] utgjordes vardera av 36 observationer: 12 prover
x 3 prepareringar (FDR, ODR och FF-hetvattenextraktion).

Resultaten fran den enzymatiska analysen av samtliga extrakt (g/L) i duplikat anvindes for
kalibreringar av FTIR-instrumentet. Data delades upp i vatten- och acetatextrakt. Det forra
setet bestod av 191 observationer (1 uteslutet) och det senare av 239 observationer (1
uteslutet). Absorbansvirden fran 191 vaglingder anvindes vid selektion av signifikanta
vaglangder enligt Udén och Sjaunja (2009) med hjélp av stegvis regression (Minitab, v. 15,
Minitab Inc., State College, PA, USA). Kvadratsummorna av differenserna (SSdiff) mellan
predicerade och observerade virden anviandes som matt pa kalibreringsnoggrannheten.
Medelkvadratfelet (MSPE) beriknades som SSdiff/n, roten av MSPE (RMSPE) som YMSPE
prediktionsfelet och medelfelet (MPE) som RMSPE/medelvirdet (observerat). Som ett matt
pa provernas spridning relativt till kalibreringsfelet berdknades kvoten mellan provernas
standardavvikelse och RMSPE.

3. Resultat
Socker och stiirkelse - oversikt

Provstatistik visas i Tabell 2 for enzymatisk analys av FF-prepareringen med hett vatten
(klover-gris) eller acetatbuffert (helgrodor). Som vintat var sockerinnehallet lagre for
ensilage dn for gronmassa medan St(s) och St(i) var relativt lika. Hog andelar St(s) aterfanns i
vissa helgrodor pa upp till 64% av totalstirkelsen.

Klover-grisprover

Tabell 3 visar resultatet av preparations- och extraktionsmetodens effekt pa sockeranalysen.
Ugnstorkning (ODR) fororsakade en 19%-ig sénkning av Su(s) jamfort med FF -
hetvattenextraktion (P<0.05; alla) och for ensilage var sdnkningen 29% (P<0.05). Extraktion
med antingen vatten eller acetatbuffert resulterade inte i nagra métbara skillnader (24.4
respektive 25.3 g/kg farskvikt).

Helgrodor

Sma skillnader noterades mellan preparationsmetoder for innehall av Su(s) med 7% lagre
innehall for ODR jamfort med FDR (Tabell 4). En forvanansvart hog och variabel andel av
stirkelsen (34%) var i 16slig form fran 6% for drtensilage till 85% for tidigt skordad
majsgronmassa. Det var ocksa en hogra andel i FF dn i FDR-preparationerna men for
totalstdrkelse fanns inga skillnader mellan preparationsmetoderna.



Tabell 2. Innehall av socker och stirkelse i klover-grds (n = 24) och helgrodor (n = 12) fran
otorkade prover extraherade med hett vatten (klover-gris) eller acetatbuffert (helgrodor) (g/kg

torrsubstans)

St(s)-andel

Su(s) St(i) (%)

Gronm. Ensil. Gronm. Ensil. Gronm. Ensil. Gronm. Ensil
Klover-gris
Medel 110 74
Max 222 138
Min 46 8
Helgrodor
Medel 118 29 133 37 23 25
Max 183 40 276 79 52 o4
Min 50 18 32 2 2 2

Su(s) = 16sligt socker (glukos, fruktos, sukros och fruktaner); St(i) = oloslig stirkelse; St(s) =

16slig stirkelse; St(s)-andel.= andel St(s) av totalstirkelse.

Tabell 3. Jimforelse av preparations- och extraktionsmetod av 24 vattenextraherade klover-
grasprover fran gronmassa och ensilage pa innehall av socker (g/kg ursprunglig farskvikt)

Preparation:
Form Extraktion:

Gronm.
Ensilage
Alla

ODR FDR

Het Het
25.9a 29.1
19.2a 23.5ab
22.6a 26.3b

SEM P=
0.85 0.012
1.17 0.001
0.53 <0.001

*ODR = ugnstorkat; FDR = frystorkat; FF = otorkat; Het = hett vatten; Kall = kallt vatten; a,b

= olika bokstéver skiljer sig signifikant at (P<0.05).

Tabell 4. Jamforelse av preparationsmetod av 12 acetatbuffertextraherade helgrodor pa
innehall av socker och stirkelse (g/kg farskvikt)

ODR FDR FF P=
Su(s) 21.3a 22.7b 23.2b 0.008
St(s) 9.8a,b 6.4a 15.7b 0.006
St(1) 51.2 54.7 46.9 0.086
St(tot) 61.0 61.0 62.6 0.31

*ODR = ugnstorkat; FDR = frystorkat; FF = otorkat; Su(s) = socker; St(s) = 10slig stirkelse;
St(i) = oloslig starkelse; St(tot) = totalstédrkelse; a,b = olika bokstiver skiljer sig signifikant at

(P<0.05).

FTIR- analys



Spektra fran vatten- och acetatextraktion visas i Fig. 2 for tva liknande prover.
Huvudskillnaderna i spektra beror pa acetatets starka absorption med toppar vid 6.34 och 7.06

um med mindre toppar dven vid 7.43 och 9.81 um. Enbart den hogsta vaglingden sammanfoll
med absorption for kolhydrater.
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Fig. 2. Jamforelse av spektra fran samma prov extraherat med vatten (WA) eller acetatbuffert
(AC) samt ren acetatbuffert (AC buffer). Halterna av socker anges i figuren och skillnaderna
beror pa olika utspadning.

Tabell 5. Kalibreringsstatistik fran Fourier transform mid-IR transmissionsspektroskopi

(FTIR) mot enzymatisk analys av 16sligt socker och stirkelse i vatten eller acetatbuffert och i
det sammanslagna datasetet (g/L)"

SD/

Medel Max Min SD N WL RMSPE MSPE RMSPE Medelfel
Vattenextraktion
Enzymatisk 492 36.69 -0.18 7.56
FTIR 496 3501 -043 7.6 191 15 13.7 0.303 0.55 0.112
Acetatextraktion
Enzymati
sk 296 1241 -0.1 2.49
FTIR 3.02 1222 -0.19 2.48 239 13 8.9 0.078 0.278 0.094
Sammanslaget
Enzymatisk 3.83 36.69 -0.18 5.45
FTIR 3.82 3422 -0.38 541 430 19 12 0.205 0.453 0.118




“SD = standardavvikelse for proverna; N = antal observationer (36 prover och 2 analyser och
3 eller 4 preparationsmetoder per prov); WL = antal anvinda vagliangder; MSPE =
medelvarians; RMSPE = medelstandardavvikelse.

Den statistiska analysen av FTIR-kalibreringen mot enzymatisk analys visas i Tabell 5.
Medelfelet var lidgst for acetatextraktionerna och hogst for det sammanslagna datasetet men
alla var <0.13 (13%). Antalet signifikanta vagldngder (P<0.05) varierade fran 11 for
acetatextraktion till 15 for vattenextraktion. Regressionen for vattenextraktioner visas i Fig. 3.
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Fig. 3. Skattning av koncentrationen av socker fran enzymatisk analys med FTIR

4. Diskussion

Ugnstorkning vid ca. 60°C &r det vanligaste metoden fér TS-analys (e.g., Undersander et al.,
1993) och rekommenderas av EU (71/393/EEC ) ocksa for prov med hog vattenhalt (ISO
16472:2006 IDT). Bildning av Maillardprodukter eller karamellisering kan uppsta under
torkning vid hoga vilket sdnker socker halten. Daremot har det ofta ansetts att socker inte kan
forsvinna genom avdunstning. Trots detta har flera forskare rapporterat betydande forluster
vid torkning (Jones, 1962; Lancaster et al., 1977; Deinum and Maassen, 1994; Nielsen et al.,
2007; Pelletier et al., 2010). Deinum and Maassen (1994) fann ocksa att férlusterna 6kade vid
lagre temperatur och hidnforde det till cellrespirationen. Denna teori verkade ocksa stimma
med resultat fran Pelletier et al. (2010) som rekommenderade en “avdddning” av cellerna
genom en 1-minuts micvagsbehandling fore ugnstorkning vid 55°C eftersom detta gav samma
resultat som den mer kostsamma metoden i form av frystorkning. En mikrobiell omsittning
under ugnstorkning av majsensilage &r ocksa en trolig anledning till sockerforluster (Nielsen



et al., 2007) . I den foreliggande studien var skillnaderna i sockerhalter fran ugns- respektive
otorkade prover hogre for ensilage dn for gronmassa. (Tabell 4). Anledningen till detta var
sannolikt att den aeroba mikrobiella nedbrytningen av socker i ensilage var mer uttalad en
cellandning i gronmassan.

Det ar praktiskt och ekonomiskt fordelaktigt att anvinda samma provpreparation bade for
socker och for fermentationsprodukter. Den preparationsmetod som anvénds for
fermentationsprodukter var identisk med kallvattenextraktion av otorkade prover. Resultaten
fran denna metod skiljde sig heller inte fran vare sig frystorkning eller hetvattenextraktion av
otorkade prover och kan rekommenderas for framtiden.

Det var nagot dverraskande att finna hoga halter av 16slig stérkelse i vissa helgrodor (6 —
85%). Detta har inte tidigare uppmirksammats och hade inte heller upptickts om inte FTIR-
skattningarna for sockerextrakten inte hade avvikit sa markant for dessa grodor. Detta
resulterade i en test av dessa extrakt med nedbrytning av eventuell 16slig stéirkelse till glukos,
vilket resulterade i hojda sockervirden och en starkt forbittrad FTIR-kalibrering. Andelen
loslig stirkelse var hogst for de otorkade proverna men inga skillnader uppticktes for det
totala stdrkelseinnehallet (Tabell 4). Frystorkning maste déarfor rekommenderas om en
fraktionering av stéirkelse &r av intresse.

Den statistiska utvirderingen av FTIR-kalibreringarna tyder pa denna metod ir ett mycket
lovande alternativ till den tidskrdvande och kostsamma enzymatiska metoden. Ett medelfel pa
10% (Tabell 5) dr mer &n godtagbart for praktiskt bruk och ofta tillrdcklig for
forskningsdndamal. Extraktion av socker och fermentationsprodukter i ensilage gor att dessa
kan skattas samtidigt. Lovande resultat har ocksa presenterats for samtidig skattning av
socker, alkoholer, organiska syror och ammoniak (Udén, 2009a). De &r rimligt att anta att
socker och stérkelse i 16sning kan skattas med enklare IR-instrument av filtertyp med ett
begrinsat antal vaglingdsfonster. Om antalet vaglangder reducerades fran 13 till 4, 6kade
medelfelet fran 0.094 till 0.134 for acetatextrakten (Udén, 2010).

Resultaten fran detta forsok kan diarfor sammanfattas salunda:

e Ugnstorkning sinker sockerhalterna framfor allt i ensilage jamfort med frystorkning
och analys av otorkade prover.

¢ En betydande del av stirkelsen kan foreligga i 16slig form i helgrédor. De olika
formerna kan ténkas ha olika vomnedbrytbahet.

¢ FTIR kan anvidndas med gott resultat for skattning av socker och av stirkelse efter
enkel hydrolys. Detta medfor betydande sidnkningar av analyskostnader.
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