Slutrapport for SLF-projekt Mjolkproduktion V0530019, Kst 300
”Vomnedbrytning och fettsyrabildning hos kor” efter reviderad plan 2005-08-18 och ny titel:
”Vomnedbrytning av l6sliga proteiner och stirkelse”

1. Bakgrund

Fodervérderingsprojektet NorFor for idisslare har nu lanserat sin modell for
foderstatsplanering och optimering (NorFor Plan). For att stoda och forbéttra denna modell
och for att skaffa kunskap for kommande modeller har Avdelningen for fodervetenskap,
Institutionen for husdjurens utfodring och vard, SLU, har under en léngre tid sysslat med
utveckling av in vitro-metoder for métning av olika proteiners och stirkelsetypers
nedbrytning. Forsok har ocksé gjorts att verifiera dessa métningar in vivo (Hedqvist och
Udén, 20006).

Snabba och billiga analyser av fodermedel dr ocksé nddvéndigt for radgivare, lantbrukare,
fodermedelsindustrin och i forskningen. Nedbrytningsprofiler for protein och stirkelse kostar
idag tusentals kronor per prov varav analyserna svarar for en stor del av kostnaden. Lovande
resultat, som dnnu dr opublicerade, har erhallits med infrarod (IR) spektrometri i det centrala
(mid-IR) f6r kvantitativ bestimning av sammansédttningen av 16sliga &mnen 1 ensilage.

Det reviderade projekt som redovisas i denna har frimst syftat till att utveckla och vérdera in
vitro-metoder for métning av stirkelse och 16sliga proteiners nedbrytningskinetik. Dessutom
studerades mojligheterna att forbilliga analyserna av protein och stirkelse med mid-IR-
spektroskopi.

Fragestillningarna i projektet har varit:

1) Kan vi anta att métningar av nedbrytningshastigheter in vitro for buffertldsliga
(BLP) och for stirkelse ar jimforbara med de sanna vérdena in vivo och innebédr en
forbattring gentemot pasmetoden?

ii) Kan vi reducera kostnaderna for bestimning av fodermedels nedbrytningsprofil
och for forskningsanknutna analyser genom att maéta 16sliga proteiner och
stirkelse 1 in vitro- och in vivo-prover med mid-IR-teknik?

2. Material och metoder

I Forsok 1 studerades nedbrytningsprofilerna for fyra stirkelse- och fyra BLP-kéllor in vitro
och in vivo. In vivo-métningarna gjordes i totalt fem perioder, varav den forsta perioden
uteslots pga for 14ga substratmingder i form av BLP. Period 1 anvindes inte i vidare
databearbetning. Fyra kor ingick i forsoket och erholl fasta kombinationer (behandlingar) av
starkelse- och BLP-kéllor, som gavs i form av en pulsdos. Alla kor erholl samtliga
behandlingar 1 en 4*4 romersk kvadrat. Médtningarna in vitro gjordes separat for stirkelse och
BLP. I planen ingick fyra upprepningar (perioder) for respektive starkelse- och proteinkilla.
Totalt genomfordes fem upprepningar for protein och sju for stirkelse pga tekniska problem.
Av dessa anvindes samtliga fem for protein, utom Period 3, som gav orimliga viarden for
rapskaka. For starkelse uteslot de tre forsta perioderna.

Forsok 2 gjordes med anledning av resultat frin Forsok 1, som visade pd mer eller mindre
Ogonblickligt forsvinnade av BLP bade in vitro och in vivo. Hir anvidndes en ny in vitro-
metod 1 makroskala med helt vominnehall.

2.1. Forsok 1

2.1.1. Kor

Fyra sinkor av SRB-ras anvindes. Djuren var uppbundna i stallet och anvindes till bade in
vitro- och in vivo-forsoken. Djuren hade permanenta vomfistlar (ID 10 cm) och utfodrades
men 4 kg grasho och 1.75 kg kraftfoder, bestaende av (g/kg): ragvete (224), rapsmjdl (150),
havre (125), palmkérnmjol (96), sojam;jol (89), sockerbetspulpa (83), korn (80) och
vetefodermjol (88). Dagsgivan under provtagningsperioderna fordelades pa tva lika stora



givor, som utfodrades 08:00 och 19:00. Den senare givan gavs efter det att alla vomprover
hade tagits.

2.1.2. Substrat

Starkelsekillorna utgjordes av potatisstarkelse (PS; potatismjol fran Lyckeby Culinar AB,
Fjalkinge, Sweden), samma potatisstirkelse gelatinserad (PSG), vetestirkelse (VS;
hushéllsvetem;jol fran Kungsornen, Cerealia, Jdrna, Sweden) och majssirkelse (MS;
Maizena®, Unilever Bestfoods, Helsingborg, Sweden).

Gelatiniseringen av potatissirkelsen gjordes genom upphettning till 80-85°C i minst 10
minuter under omrdrning, varfter den frystorkades och smulades sonder till ett fint pulver med
hjilp av en knivmixer.

Ursprunget till de buffertlosliga proteiner var skruvpressad rapskaka (RK), lupiner,
vetedranksirap (DS) fran Agroetanol AB, Norrkoping, Sweden och kasein (bovint kasein, C—
5890, Sigma, Saint Louis, MO, USA). BLP fran rapskaka och malda lupiner extraherades med
en borate-phosphate buffer och frystorkades. Vattenfasen fran DS franskiljdes och
frystorkades.

2.1.3. In vitro-studie

Vomvitska uttogs fore utfodringen kl. 07:30 h frén fyra de vomfistulerade korna och
blandades efter filtrering. Stdrkelseproverna inkuberades i 0 till 24 h enligt Sveinbj6érnsson et
al. (2006). Samtidigt, och med samma vomvitska, inkuberades BLP-proverna (4 mg protein-
N) 10 till 4 h (Hedqvist and Udén, 2006). Blankprover, innehallande enbart vomvétska och
medium inkluderades for alla substrat och incubationstider. Efter inkubationen av BLP
centrifugerades proverna vid 30000 x g under 15 min och 4°C.

2.1.4. In vivo-studie

For att forbéttra maojligheterna till provtagning i vommen, gjordes en partiell evakuering pé s
sdtt att ca. 20 kg av det fasta innehdllet togs ur vommen. Médngderna som togs ur vommen
varierade och evakueringen upphdrde forst nér en tillrdckligt flytande konsistens hade
uppnatts, som tillit god omblandning och representativ provtagning. Varje forsoksperiod
startade pd en mandag kl. 12:30.Alla kor erholl dédrefter en pulsdos av respective starkelse-
BLP och 1 g CoEDTA (Udén et al., 1980), som vétskemarkor. De stirkelse-BLP-
kombinationer som anvindes utgjordes av PS-kasein, VS-DS, MS-RK or PSG-lupin.
Pulsdoserna motsvarade 500 g farskvikt av respektive stirkelsekilla och de genomsnittliga
doserna av BSP-N varierade frén 6.6 till 9.3 g frn de olika proteinkéllorna.

Tva prover pa vominnehéllet (ca. 400 och 50 mL) togs under O till 4 h (BLP) och 0 till 6 h
(starkelse) efter att forst rort om innehallet i vommen manuellt under ca.30 sek. Den
mikrobiella aktiviteten stoppades genom kylning (ca. -25°C) i en blandning av CaCl2 och
krossad is (is bildning forhindrades). Vom-pH mittes varje hel timme. Proverna pd 50 mL
centrifugerades 1 30000 x g, 15 min vid 4°C och supernatanterna frystes.

2.2. Forsok 2

Tva pilot studier pd kaseinets nedbrytning gjordes med en ny typ av in vitro-utrustning
(Rorko). Anledning till dessa studier bottnade 1 ovéntatat stora forluster av BLP direkt efter
start av inkubationerna bade in vitro och in vivo (se resultat Forsok 1). Urustningen bestod i
korthet av uppviarmda frigolitlddor med (matt i cm) ungefarlig y.d. pd 120(1) x 60(b) x 75(h))
med 2 st. (70(h) x 25(d) 1 Forsok 2A eller 8 st. (76(h) x 20(d) ror i Forsok 2B, som stack ca 10
cm ovanfor locket. Varje ror var forslutet med ett 6-cm tjockt cellgummilock ur vilka d&nden
pa omrorningsspiralen (12.5 eller10(d)) och ett perforerat provtagningsror (2x90) stack upp.
Omrorning av spiralerna drevs av borrmaskiner. En centrerad bult i botten av roret tjinade
som styrning. Ladorna holls normalt uppvarmda i 39°C med cirkulerande luft. Helt
vomminnehall inkuberades med en karbonat-fosfatbuffert.

Forsoken utfordes normalt enligt f6ljande. Vominnehall togs fran en ko och 5 - 6 kg
placerades i respektive forvirmda ror, innehallande en del av den avsedda miangden buffert
under ett koldioxidticke. Efter att roren forslutits med lock, tillsattes ytterligare buffert med



eller utan kasein. Det roret som inte fick kasein tjdnade som kontroll gentemot det/de andra.
Den péfoljande forsta provtagning skedde omedelbart och tillgick sé att innehéllet forst rordes
om under 30 sek, varefter de perforerade roren skjots ner till botten. Den intrdngande vitskan
sOgs upp via ett smalt ror 1 en 50-mL’s behéllare och dverfordes till centrifugror som kyldes 1
isbad. Proverna centrifugerades pa samma vis som i Forsok 1.

I Forsok 2A testades effekterna av temperatur forsvinnandet av kasein. Hypotesen som
testades hér var att ndgon form av adsorption av kasein till vominnehéllet forekom. Om
temperaturen var 1ag skulle dirfor inte kaseinets férsvinnande kunna tillskrivas bakteriernas
metabolism. Den ena omgéngen kordes darfor vid normal temperatur, medan i den andra
omgangen kyldes vominnehall och buffertlosning till ca. 2 °C. I 2B testades effekterna av
kaseinniva och donatorko. Forsoket utfordes med vominnehall fran tva kor varav en lag- och
en hogutfodrad och med fyra nivéer av kasein per vominnehall (se Tabelll).

2.3. Analysmetoder

Analys av BLP 1 Forsok 1 1 prover fran in vitro och in vivo gjordes med bicinchoninic acid-
(BCA) metoden enligt Hedqvist and Udén (2006). Vardena for BLP i proverna berdknades
med bovint serumalbumin som standard. I Forsok 2 analyserades BLP-N som skillnaden
mellan total-N och N, som inte kunde fdllas med TCA. N-analyserna gjordes med
Kjeldahlanalys.

Stirkelse antogs inte vara nedbruten forrédn all glukos (fri eller bunden som stérkelse) var
fermenterad. Analyserna av in vitro-proverna utfordes enligt Sveinbjornsson et al. (2006).
Torkade och malda in vivo-prover analyserades enligt Aman and Hesselman (1984). Prover
togs uter efter amylasbehandlingen och supernatanterna sparades efter centrifugering.

Alla frusna supernatanter fran starkelse och BLP in vitro- och in vivo-prov analyserades med
hjilp av mid-IRspektroskopi efter titrering till pH 8.3 med 5 M NaOH. Ett Fourier-
transforminstrument, normalt anvént for rutinanalys av mj6lk, utnyttjades (Milcoscan FT120,
Foss Tecator AB, Hoganéds, Sweden). En separat peristaltisk pump anslots till kuvetthallaren
och ca. 5 mL vétska pumpades in. Dubbla transmissionsspektra for 1055 vagldngder mellan
2.0 till 10.75 pm togs ut; medelviardena konverterades till absorbanser och lagrades sen 1
Excelformat for vidare bearbetning.

Co fran vitskemarkoren analyserades 1 in vivo-proverna med hjélp av en
atomabsorbtionsspektrofotometer.

2.4.Berdkningar och statistisk analys

Data frdn BLP-nedbrytning in vivo var inte anvéndbara for meningsfulla berdkningar. Alla
ovriga analysvérden blankkorrigerades fore databearbetning. Forsok gjordes att anvdnda data
fran individuella perioder, men detta resulterade i ett antal icke trovérdiga 16sningar. I stéllet
anvandes samtliga data fran alla perioder samtidigt.

For berdkning av stirkelsenedbrytningen in vivo (Forsok 1) och BLP’s nedbrytning in vitro
(Forsok 1 och 2), anpassades en exponetialfunktion (1) till data pa aterfunnet substrat vid
respektive provtagningstid:

Y=a*Exp(-T*b) (1),

Dar *T’ = tid (h) och "Y’ anger andel kvarvarande BLP in vitro eller den normaliserade
starkelsekoncentrationen i trorkat vomunnehall in vivo. Enligt det ursprungliga antagandet
skulle stirkelsekoncentrationerna relateras till koncentationen av vétskemarkéren (CoEDTA).
Detta forfarande gav dock orimliga vérden och dvergavs darfor. Normalisering av virdena
gjordes for att kunna anvinda samtliga perioder i samma dataanalys och tillgick sa att varje
virde dividerades med summan av all observationer inom respektive period. Parameter ’b’
anger nedbrytningshastigheten (/h) och medelfermentationstiden (MFT) berédknades som 1/b
(h).

Till data for reststirkelse in vitro fordrades en sigmoid fuktion (2) for att uppna acceptabla
anpassningar:

Y=a+tb/(1+Exp(-(T-c)/d))  (2)



Har betecknar Y’ andelen reststirkelse. Parameter ’a’ motsvarar assymptotiskt virde for Y —
o och Y-interceptet (T,) = a+b/(1+Exp(c/d)). Medelfermentationstiden berdknades som:

MFT = [kurvans yta - 1000*a]/[ b/(1+Exp(c/d)] (3)

Kurvans yta beriknades som J(Y)dT for 0<T<1000.

Programmet TableCurve™ 2D v3 (Jandel Scientific, 65 Koch Rd., Corte Madera, CA 94925,
USA) anvindes for kurvanpassningar.

Kalibreringsekvationer upprittades mellan totalglukos frin stirkelseanalyserna och erhallna
absorbanser frdn midIR-spekra med s.k. stegvis regression (Minitab v. 14, Minitab Inc., State
College, PA, USA). Enbart spektra och glukoskoncentrationer (g glukos/mL) frén in vitro-
analyserna anvéndes for kalibrering. Totalt 198 prover ingick i kalibreringen med absorbanser
fran 153 véglangder i omréadet 6.3 till 10.0 um. Inga forsok gjordes att kalibrera IR-spektra
mot BLP-koncentrationerna pga allt for ldga varden upmaitta med BCA-analysen. I Forsok 2B
upprattades pa samma vis en kalibreringsregression mellan uppmétta BLP-varden (56) och
absorbanser in vaglingdsomradet 6.2 till 10.0 pm (160).

3. Resultat

3.1 Forsok 1

3.1.1. Starkelse

Stirkelsens forsvinnande in vitro och in vivo visas i Fig. 1 och 2. For bdda metoderna visade
PS den ldngsammaste (hogst MFT) och PSG den snabbaste nedbrytningen. En skillnad mellan
in vitro- och in vivo-kurvorna var f.a. att de forra uppvisade en viss lagfas, speciellt vad géller
PS och MS. Skattningar av nedbrytningskurvornas parametrar och berdknade
medelfermtationstider visas 1 Tabell 2 och 3. En jamf6relse (regression) mellan mitmetoderna
vad giller MFT gav relativt god 6verensstimmelse MF T vivo = MFTinvivo*0.544 + 2.93
(R2=0.93) dven om lutningskoefficienten var lag.

3.1.2. Buffertlosligt protein

Nedbrytningsprofilerna in vivo visade orimliga virden. I vissa fall 6kade t.0.m. koncentration
Skattningarna av parametrarna i ekvationen (1) for nedbrytningen in vitro visas i Tabell 4.
Kurvanpassingarna gav laga R2-virden men RK-proteinet brots ner betydligt langsammare &n
f.a. kasein.

3.1.4 Analys av reststirkelse med mid-IR

For kalibreringen av reststéirkelse i de 198 in vitro-proverna (uttryckt som glugos g/L 16sning i
provet) utnyttjades 5 vaglidngder i intervallet 8.498 till 10.008 pm. Anpassning var mycket
god, vilket framgér av Fig. 3 och de statistiska matten i Tabell 5. Skattningen av reststirkelse i
de torkade vomproverna var mindre god (Fig. 4).

3.2. Forsok 2

[ Forsok 2A éterfanns 99% av kaseinet omdelbart efter dosering (ca. 3 min) nir temperaturen
holls nédra 2°C och fluktuerade under dvriga tider mellan 69 och 81% av tillférd méngd. Vid
normal vomtemperatur (39°C) aterfanns inte mer dn 52% efter pulsdos, som déirefter minskade
1 takt med mikrobernas nedbrytning av kaseinet.

I Forsok 2B visas nedbrytningsprofilerna for total méngden buffertlosligt protein-N och
ammoniakhaltens forandring med tiden 1 Fig. 5 med vominnehall fran en sinko (L) och en
mjolkande ko (H). Amoniakhalterna 6kade for samtliga behandlingar med kasein, men
skillnaderna var bara marginella mellan de tva hogsta doserna och mellan kor.

Andelen kasein-N som aterfinns vid tiden 0 6kade med dkande kaseindos medan méngden,
som forsvunnit ur 16sningen, var relativt konstant med ett medelvarde pa 480 mg N/kg
vominnehall (SD = 44). En regression av aterfunnet kasein-N vid tiden 0 i forhallande till
dosens storlek avslojade ett marginalutbyt pa 94%.

Kurvanpassning med Ekv. 2 gav 1 stort sett samma vérden for de tva korna, men lagre
nedbrytningshastighet med 6kad kaseindos uttryckt som mg N/kg vominnehéll (Fig. 6).



En skattning med mid-IR-sepktroskopi av den totala koncentrationen av BLP-N 1 de farska
proverna visas 1 Fig. 7 och Tabell 6. Anpassningen var inte helt tillfredsstédllande, vilket
kanske kan forklaras av varierande andelar av sma peptider i proverna. Dessa borde ge liknade
absorbansspektra som de proteiner som analyserats genom fallning med TCA.

4. Diskussion

4.1. Forsok 1

Forsokets syfte vad géller stirkelse och BLP var att testa om in vitro-métningar kan vara
jamforbara med in vivo.

Stirkelsekdllorna som anvéndes i detta forsok var déarfor inte valda for att representera typiska
fodermedel utan for att de forhoppningsvis skulle skilja sig at betrdffande
nedbrytningshastighet och samtidigt inte innehdlla 16sliga proteiner eller vara paverkade av
finmalningsgrad, mm. Stdrkelsenkéllornas nedbrytning, uttryckt som nedbrytningshastighet
(/h) eller som MFT (h) varierade bade in vitro och in vivo men ranking var identisk for de
bada metoderna (Tabell 2 och 3). Den ursprungliga planen att férhindra allt utfléde av
stirkelse (och BLP) med en plugg i ndtmagens 6ppning till bladmagen var tekniskt svar att
genomfora och dvergavs. I stéllet anvindes en vétskemarkor for att korrigera utflodet.
Korrigering av starkelseutflodet med flodet av vétskemarkoren visade sig dock 1 vissa fall ge
okande starkelsekoncentrationer och dirfor anvéndes de okorrigerade vérdena istéllet. For att
inte utsétta korna for onddig stress undanholls inte foder mer 11 timmar under dagen.
Foljaktligen gjordes inga provtagningar i vommen under ldngre tid én 6 timmar. Den korta
provtagningtiden fororsakade ytterligare en osdkerhet i skattningen av parametrarna i
ekvationen (1) for stirkelsenedbrytningen genom att bara hogst 50% av den totala starkelsen
hade brutits ner efter denna tid. Man kan nog konstatera att in vitro-metoden ger ett rimligt
svar gentemot vad som sker i vommen dven om det finns anledning till ytterligare
innovationer vad giller in vivo-metodiken. Den metod som presenterats hér har inte tidigare
beskrivits 1 literaturen. Den dvervéldigande majoriteten av de varden pa stirkelsenedbrytning
som redovisas 1 litteraturen kommer fran den s.k pasmetoden. Ett stort problem med dessa ar
att upp till 80% av invdgd stirkelse forloras enbart med tviéttning av pasarna (Offner et al.,
2003).

Mitningarna av BLP-nedbrytningen in vitro och in vivo visade sig inte fungera
tillfredsstédllande. Detta konstaterades ocksd av Hedqvist och Udén (2006), men inga
specificerade orsaker presenterades ndrmare. Mitingarna in vivo gav inga anvéindbara data
och dessutom var det initiala forsvinnadet in vitro var sé stort att madtningarna blev osdkra.
Dessa negativa resultat gav dock anledning till en uppf6ljning av anledningarna till de stora
initiala forlusterna in vitro (Forsok 2).

4.2. Forsok 2

Resultaten fran jimforelsen av temperaturens inverkan pa koncentrationen av kasein i 16sning
direkt efter dosering visade att en lag temperatur effektivt motverkar forlusterna. Anledningar
till detta dr svart att forklara. Berdkningar av Hedqvist och Udén (2006), som baserats pé
upgifter frdn Wallace (1985), viade att uppskattningsvis 6% av kaseinkvévet borde ha bundits
till bakterier 1 det (mikro-) in vitro-system, som anvéndes 1 Forsok 1 och i Forsok 2A, borde
ocksa mindre dn 10% av kvivet adorberats till bakterier. Detta skulle, enligt Wallace (1985),
ocksa gilla vid den laga temperaturen.

I det sista delforsoket visades att ca. 488 mg kasein-N/kg forsvann ur 16sning per kg
vominnehall initialt. Detta forklarar med all tydlighet de tidigare problemen med métningar av
BLP av Hedqvist och Udén (2006) och 1 Forsok 1. I Forsok 1 var doserna 200 mg N/L
vomvitska in vitro och och maximalt ca. 300 mg N/kg vominnehéll in vivo. Det finns
anledning att formoda att kasein inte bara binder till bakterier och protozoer utan édven till
partiklar i vommen och att detta kan vara temperaturberoende. Andra proteiner kan méjligen
bindas i mindre utstrackning och detta skall utforskas i kommande forsok. Kaseindosens



storlek hade ocksé en tydlig effekt pd nedbrytningshastigheten, som minskade med 6kad dos.
Detta kan evenuellt forklaras med principer for substratméttnad (Michaelis-Menten-kinetik).
Emellertid, borde da en linjér del ha observerats vid den hogsta dosen 1 borjan under
substratmittnadsfasen for att direfter Overgd 1 en kuvilinjar del. Ndgot sddant kunde inte
observeras utan plus- och minus-residualerna fran anpassningen av exponentialfunktionen
alternerade dver tiden.

4.3. Kalibrering av mid-IR-instrumentet

Kalibreringen av reststarkelse fungerade mycket tillfredssédllande in vitro med enbart
utnyttjande av 5 véaglidngder (Tabell 5; Fig. 3). Standardavvikelsen pa 0.089 motsvarar en
variationskoefficient pa ca. 6%, vilket torde var mer an tillfredssdllande for matning av
starkelsens nedbrytninghastighet och inte enbart ar fororsakat av mid-IR-metoden utan dven
av fel i referensmetoden. Kvoten 12.8 mellan matreialets standardavvikelse och
standardavvikelsen fran regressionen uppfyller med rage kravet pa att vara storre dn 3, som
ofta &beropas 1 literaturen. Kostnadsbesparingar med mid-IR-analys, jimfort med enzymatisk
analys ligger uppskattningsvis pa ca. 43%. En sdmre kalibrering erhdlls med data frén in vivo-
forsoket med starkelse (Fig. 4). Mojliga anledningar kan vara problem med den enzymatiska
metoden dir mojligen amylaset dven kan 16sliggora andra kolhydrater &n glukos frén fiber
som fanns i vommen, som didrmed skulle kunna bidra till IR-spektrat men inte paverka
resultatet fran den enzymatiska bestimningen. Kalibreringen av BLP i Forsok 2A med kasein
gav forhoppningar om mid-IR kan anvéndas for métning av BLP. Tre problem kan urskiljas
med denna kalibrering. Det forsta ror mojlighten att peptider, som inte fills med TCA och
diarmed inte paverkar BLP-vérdet, absorberar och ddrmed bidrar till absorbansen i viktiga
vaglangdsomraden. Det andra problemet ror absorbansmaxima for de flyktiga fettsyrorna som
sammanfaller med kaseinet vid ca. 6.46 um. Det tredje géller materialets spridning
(standardavvikelse), som var for litet med for ménga l4ga virden och for fa hoga.

Samanfattningsvis har detta projekt visat att starkelsenedbrytning in vitro ger liknande resultat
som métningar i vommen och kan, till skillnad frdn pasmetoden, méta forsvinnadet hos all
stirkelse 1 provet. En viktig pusselbit till en korrekt matning av BLP’s nedbrytning gjordes 1
och med att kaseinets relativt konstanta bindning till den fasta fasen kunde klarldggas.
Ytterligare arbete fordras dock for att kunna forklara fenomenet med minskad
nedbrytningshastighet med 6kad proteindos. Losliga proteiner kan 6verhuvud taget inte métas
med pasmetoden. Metoden att méta reststarkelse med mid-IR-metoden fungerade mycket bra
for skattning av reststirkelse in vitro och kan reducera analyskostnaderna. Lovande resultat
erhdlls dven pa ett begrénsat material med métning av restproteiner in vitro.
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Figur 7. Forsok 2B: skattad (mid-IR) och analyserad koncentration av buffertlosligt protein

Tabell 1. Specifikationer av Forsok 2 (A och B)

A B
Antal ror 2x2 8
Temp. (°C) 39/2 39
Vominnehall (kg) 5 6
Donatorko® L L/H
Buffert (L) 3 4
Kasein (g) 0/7.25 0/4.6/9.1/18.2
Provtider (antal; 0 — 3 h) 4 7

L = lagutfodrad sinko; H = hogutfodrad mj6lkande ko.



Tabell 2. In vitro: parametervirden och medelfermentationstid for de olika stirkelsetyperna
Parameter viarden®

Starkelsekalla
R4 potatis
Majs

Vete

Kokt potatis

a
0.01
0.03
0.03
0.02

b
0.99
1.00
1.01
1.00

c d R2 MFT®
7.97 -1.95 0.908 8.1
6.92 -1.96 0.916 7.2
5.70 -2.23 0.901 6.3
5.00 -1.83 0.984 54

7Y =a+b/(1+exp(-(x-c)/d)); "MFT=medelfermentationstid

Tabell 3. In vivo: parametervirden och medelfermentationstid for de olika starkelsetyperna

Parametervirden
a b R2 MFT
(/h) (h)
Kasein 0.54 2.19 0.70 0.46
Dranksirap 0.80 0.76 0.70 1.31
Lupin 0.99 0.88 0.84 1.14
Rapskaka 0.60 0.48 0.57 2.09

"Y=a*exp(-b*X); "MFT=medelfermentationstid

Tabell 4. In vitro: parameterviarden och medelfermentationstid for de olika proteintyperna

Kasein
Dranksirap
Lupin
Rapskaka

Parametervirden
a b
(/h)

0.54 2.19
0.80 0.76
0.99 0.88
0.60 0.48

R2 MFT
(h)

0.70 0.46
0.70 1.31
0.84 1.14
0.57 2.09

"Y=a*exp(-b*X); "MFT=medelfermentationstid; “Period 3 utesluten

Tabell 5. Forsok 1: Regressionskoefficienter och kalibreringsnoggrannhet fran mid-IR-analys av reststérkelse
(g/L 16sning) i in vitro-prover (n = 198)
Vaglangd (um) Koefficient® Varde S° R2

R2(pred.) SD/S°

a 0.6335

8.498 b1 -239.1

8.669 b2  268.9

8.816 b3 -43.2

9.159 b4 -28.9
10.008 b5 29.9 0.089 994 99.35 12.78

"Y=a + b1*Absl + b2*Abs2 ...; °S = standardavvikelse for regeressonen; °SD = provmaterialets
standardavvikelse

Tabell 6. Forsok 2B: Regressionskoefficienter och s kalibreringsnoggrannhet fran mid-IR-analys av 16sligt
protein (mg/L 16sning) i makro-in vitro-prover (n = 56)

R2

Vaglangd (um) Koefficient® Virde s R2 (pred.) SD/S¢
a 434
6.201 bl 217
6.261 b2 -3389
7.261 b3 -11408
8.025 b4  -380621
8.075 b5 504359

8.640 b6 -51256 88.2 87.67 84.9 2.8

"Y=a+bl1*Absl +b2*Abs2 ...; *S = standardavvikelse for regeressonen; °SD = provmaterialets
standardavvikelse
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