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Det faktum att kornas omséttning av foder leder till produktion av metan har varit en mycket
omdiskuterad fraga under de senaste aren. Kunskapen om detta & gammal, men att metan
dessutom ar en av de kraftfullaste vaxthusgaserna har blivit allt mer klarlagt under senare tid. Det
berdknas att metan fran idisslarnas foderomsattning star for ca en tredjedal av jordbrukets bidrag
till vaxthusgasutslappen i Sverige. Det ar darfor viktigt att fragan tas pa allvar och att kunskap
tas fram for att belysa fragan i ett vidare perspektiv och att eventuella atgarder bygger pa ett sa
bra underlag som mgjligt.

Det finns en variation i kornas metanavgang som beror pa utfodringen, saval fodermangd som
foderkvalitet. | aldre undersékningar har betonats att 6kad andel grovfoder 6kar metanavgangen.
Samtidigt ar ju ett av de starkaste argumenten som talar for idisslare deras férmaga att omvandla
produkter som inte ménniskan kan utnyttja, t. ex. grés till hogvardig foda. For att kunna basera
atgarder som ar positiva i sammanhanget pa en vetenskaplig grund, behovs det utvecklas
metoder som kan vardera olika foder och foderstater aven vad géller efter hur mycket metan som
bildas. Det finns redan metoder att mata metanproduktionen pa individniva , t.ex.
respirationskammare, men dessa ar arbetskravande och darmed dyra. Det finns ett behov av att
utveckla enkla och snabba laboratoriemetoder som kan anvandas for att jamféra och rangera
olika fodermedel och foderstater snabbt och billigt.

Material och metoder

I projektet har vi utvecklat och utvérderat en laboratoriemetod med hog kapacitet for att mata
metanproduktionen fran foder och fodertillsatser som utfodras till mjélkkor. Arbetet har haft tre
delar, ndmligen

1. Att utveckla och validera en gas-in vitro-metod fér metanmatningar

2. Test av foder, foderingredienser och fodertillsatser som kan tankas ha formaga att
reducera metanférlusterna i vammen

3. Anvandning av modern mikrobiologisk teknik for att validera resultat och att 6ka
kunskapen om mikrobiell bakgrund till metanbildning i vammen.



Utgangspunkten for utvecklingen av laboratoriemetoden var en befintlig utrustning vid
institutionen for norrlandsk fodervetenskap, SLU, Umea. | denna metod blandas sma
foderméangder med vamvatska och buffert i en glasflaska. Det ursprungliga andamalet for
metoden var att berakna fodrets smaltbarhet och darmed aven dess energiinnehall. I den nu
utvecklade metoden végdes foder in i sma mangder (300-1200 mg) och blandades med 6vriga
ingredienser i glasflaskor. Forutom totala mangden fettsyror (VFA) och smaltbarhet kunde
méngden metan berdknas genom att gas togs ut med en gastat injektionsspruta vid 6 olika
tidpunkter fordelade Gver 48 timmar efter att inkubationen igangsatts. Eftersom det totala
utflodet av gas inte kan uppsamlas i systemet, sa berdknades metanmangden vid varije tidpunkt
enligt en speciell formel som tar hansyn till gasvolymen i provflaskan, metankoncentrationen
och total gasproduktion fram till tidpunkten da provet tas. Gasproduktionen under hela
forsoksperioden berdknades genom att sétta in dessa berdknande varden i en matematisk modell
med kurvanpassning. Metoden beskrivs i detalj i referenserna 1 och 5 nedan. Metoden har sedan
anvants i flertalet av undersokningarna i projektet och i de artiklar som finns med i
publikationslistan

Metanmaétningarna har kompletterats med undersokningar av mikrobfloran i vammen med
moderna DNA-baserade tekniker (T-RFLP, 16S rRNA genbibliotek, qRT-PCR). | artikel 2 har
vamvatska fran ett tidigare forsok dar metan matts hos levade djur med en ledkroppsteknik (SFe-
metoden) analyserats medan i artikel 3 sa ar det vamvétska fran laboratorieférsoken som
analyserats. ). | artikel 3 har mikrober fran de ovan namnda gas- in vitro-forsoken analyserats
och jamforts for att fa en uppfattning om de processer som sker pa laboratoriet &r jamforbara
med de som sker i vdammen hos kon.

Resultat
Utveckling av en in vitro-metod for matning av metan (Referens 1 och 5)

Tillsammans med matningarna gjordes ocksa stokiometriska berakningar (stokiometri = laran om
de mangdfarhallanden i vilka kemiska &mnen reagerar med varandra) dar produktionen av VFA
(flyktiga fettsyror) vid 24 och 48 timmar anvandes som indata. Korrelationen var htg mellan
metanproduktion uppmatta i in vitro-systemet och berdknade stokiometriskt. Som man kan se i
figur 5 sa korsade regressionslinjen nara nollpunkten och lutningen lag néra 1.0, vilket bada
visar att det var ett bra samband och att det var slumpen som stod for variationen. | figurerna 2
och 3 visas principerna for systemets funktion och nagra viktiga resultat.
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Fig. 2. Asimplified model describing the prediction of methane concentration in gas outflow from the in vitro gas system. Init.HS.CO = nitial headspace
€0, pool {1], Prod_HS.CO; = produced headspace C0; pool [2], Prod HS.CH, = produced headspace CHy pool [3], Cumulative.CO, HS = cumulative outflow
pool of initial headspace CO; [4], Cumulative.CO;.Prod = cumulative outflow pool of produced €O [5], Cumulative.CHs.Prod = cumulative outflow pool of
produced CHj [6], C0,.Prod and CHy.Prod = production of CO; and CHy from substrate fermentation according to stoichiometric principles, Gas.Prod =total
gas production (COz-Prod+ CHy-Prod), Prop.Init.CO, = proportion of initial CO; in headspace, Prop_Prod.COz =proportion of produced CO; in headspace,
Prop.Prod.CHq =proportion of produced CHq in headspace, Init.CO;.Flow= flow of initial headspace CO; from headspace, Prod.C0; Flow= flow of produced
C0; from headspace, Prod CH,_Flow =flow of produced CHy from headspace. At the beginning of fermentation the fractional C0, concentrationin pool ]
is 1.00, whereas in the other pools fractional gas concentrations are 0,00, The volume of headspace ([1]+[2]+[3])=265ml during the whole incubation,
Relative CH4 concentration (outflow/head space) is calculated as [6f(4+5+6)]/(3/(1+2+3)].
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Fig. 3. Logarithmic model fitred to observed methane concentration data to obtain values at time intervals of 0.2 h.
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Fig. 5. Relationship between methane production predicted from volatile fatty acid stoichiometry and measured in vifro gas system at 24 and 481
y=0975(0,029)x+ 00{+0.49) (n=36, 8 =0.970 and root mean square error=1.19).



Metoden gav realistiska matvérden i jamforelse med vad som kunde berdknas och det visar att
systemet ar ett lovande verktyg for vardera fodermedel och fodertillsatser vad géller deras
inverkan pa metanproduktionen i vammen.

Utvardering av en alternativ laboratoriemetod for bestamning av metan (Referens 4)

Pa senare tid har in vitro-metoder borjat anvéandas for att utvardera effekterna av olika foderstater
och tillsatsmedel pa bildningen av metan. Foderproverna kan vara inneslutna i fiberpasar eller
direkt upplosta i in vitro-mediet. Anvandning av filterpasar gor analys av smaltbarhet enklare
eftersom det blir lattare att fora dver foderesterna efter inkubationen. Emellertid kan pasar
begransa den mikrobiella nedbrytningen och partiklar kan forloras fran pasarna under
inkubationen. Slutligen kan pasen utgora ett fysiskt hinderfor bortférande av slutprodukter fran
nedbrytningen. Hypotesen var att den beraknade metanavgangen skulle bli lagre nar
foderproverna inneslots i pasar. Malsattningen med forsoket var att jamfora metanavgangen fran
olika fyra olika kraftfoder och fyra olika grovfoder. Data fran forsoket erhallna vid tidpunkterna
24 och 48 timmar analyserades statistiskt. Metanavgangen skiljde signifikant mellan metoderna
bade vid 24 och 48 timmar. Foder direkt upplost i mediet gav hdgre metanavgang vid bada
tidpunkterna. Samspelet mellan foder och metod pa gas avgang var signifikant. Detta innebér att
beroende pa vilken metod som anvénds rangerar sig fodermedlen olika vad géller metanavgang.
Andelen metan av total gasavgang var hogre nar fodret var inneslutet i en pase. Slutsatsen av
forsoket var att metoden med filterpasar inte kan rekommenderas for metanmatningar.

Jamforelse mellan alternativa medium for in vitro-analys (Referens 6)

| denna undersdkning jamfordes metanbildning in vitro saval som andra fermentationsparametrar
nar olika substrat inokulerades antingen med inokulum fran vam eller fran track. Resultaten
visade att total gasproduktion, metanproduktion och férhallandet metan /total gasproduktion var
hogre for substrat inokulerat med vam- an for trackinokulum. Skillnaden mellan observerade och
stokiometriskt berdaknad metanproduktion tyder pa en syrabildning efter vammen.

Metanbildande mikroorganismer och metanproduktion hos svenska kor som utfodrats med
olika andel vallfoder (Referens 2)

Metan bildas i vdmmen av metanbilare (arkeér) huvudsakligen genom reduktion av koldioxid
med vate som frigdrs av protozoer, svampar och bakterier vid nedbrytningen av foder. Trots att
metanbildning i vammen har studerats intensivt, sa finns det inget slutgiltigt svar for hur metan-
nivaerna regleras eller hur man kan minska deras metanproduktion. Faktorer som anses paverka
ar foderstaten och mikrobsammanséttningen i vamvatskan. Teoretiskt ger kraftfoderrika
foderstater ett lagre forhallande acetat/propionat och minskad vateproduktion som i slutandan ger



mindre bildning av metan. Mikrobiologiska analyser av vammen har avslojat att det finns saval
individvariation som paverkan av geografiska och klimatméssiga forhallanden. Mjélkkor som
halls under nordiska forhallanden, dar det &r vanligt med stor andel grovfoder, har visats ha
relativt 1dg andel propionat i vammen. Vid ekologisk produktion ska grovfoderandelen vara
minst 60%. Detta skulle kunna leda till hgre metanbildning. Avsikten med detta forsok var att
understka sambandet mellan metanbildande mikroorganismer, foder, flyktiga fettsyror, pH och
metanbildning. Sammanfattningsvis kan sagas att inverkan av foderstat pa sammansattningen av
metanproducerande mikrober var olika for olika kor. Resultaten bekréftade att genom att dela
upp slaktet det metanbildande slaktet Methanobrevibacter i tva skilda undergrupper gar det
battre att forklara den observerade variationen i metanproduktion fran de enskilda korna. Det ar
naturligtvis av intresse att det finns en variation i metanproduktion mellan kor och att man kan
forsta vad denna beror pa om man vill selektera for kor som har lagre metanproduktion. Hoga
méngder grovfoder i sig, speciellt inte om det har hog smaltbarhet, behdver inte ge mera metan.
Det behovs emellertid mera undersékningar dar man kombinerar métningar av metan hos kon,
mikrobflorans sammanséttning i vammen samt foderutnyttjande och mjokproduktion for att 6ka
kunskapen om detta. Sadana undersékningar pagar pa manga hall, saval internationellt som i
Sverige.

Effekter pa metanproduktion och bakterie- och arkéer i vdmmen vid tillsats av cashewnots-
exktrakt och glycerol in vitro (Referens 3)

Syftet med denna studie var att utvardera effekten av att tillsatta extrakt av cashewnotter (CNSE)
och glycerol pa metanproduktion och vammikrober i det tidigare beskrivna automatiserade in
vitro-systemet. Mikrobsammansattning jamfordes mellan in vitro-systemet och vamvatska som
togs direkt fran levande kor. Till in vitro-systemet tillsattes foder i proportionen 60/40
(grovfoder/kraftfoder) samt en av 5 olika behandlingar: 5 mg CNSE, 10 mg CNSE, 15 mmol
glycerol/l, 30mmol glycerol/l samt en kontroll utan tillsats. Gasprov togs ut vid tidpunkterna 2, 4,
8, 24, 32 and 48 timmar efter att processen startats och metankoncentrationen mattes. Prover pa
vamvatska fran kor togs tva timmar efter morgonutfodringen under tre pa varandra féljande
dagar med syfte att jamfora in vitro-systemet med den levande kon.

For att slutsatser om vad som hander i vammen ska kunna dras fran laboratorieforsok, sa ar det
vasentligt att mikroberna i laboratoriesystemet reagerar pa liknande sétt som i vammen. | denna
studie sa var mikrobsammansattningen vid jamforelse mellan in vitro efter 8 timmar mycket lika
in vivo (hos kon). Detta visade att dverforingen fran kon till laboratoriesystemet inte hade nagra
storre effekter. Efter 8 timmar sa andrade sig mikrobsammansattningen i in vitro-systemet.
Storst var forandringen for slaktet Methanobrevibacter. Aven med beaktande av dessa skillnader
sa ar effekten av CNSE pataglig.

Gasdata och data fran de mikrobiologiska analyserna (454 sekvensering) analyserades statistiskt.
Analyserna visade att metanproduktionen minskade med 8 respektive 18 % for de olika nivaerna
av tillsats av extrakt fran skal av cashew-nétter. Glycerol daremot 6kade metanproduktionen med



8 resp 12 % for respektive koncentration. Minskningen med tillsats av CNSE skulle kunna bero
pa en observerad forandring i bakteriepopulationen som kan ha inneburit lagre produktion av
vate eller myrsyra som ar substanser som 6kar metanproduktionen. Alternativt skulle effekten
bero pa ett skifte i sammanséttningen av metanbildande mikroorganismer. Tillsatsen av glycerol
gav inga storre forandringar av bakterier och arkéer i vamvatskan i jamforelse med kontrollen.
Det &r darfor troligt att det var 6kningen av substrat i in vitro-systemet som gav den hogre
metanproduktionen nar glycerol tillsattes. Resultaten visar att extrakt av cashewnotskal kan vara
en fodertillsats som kan sanka metanproduktionen fran mjélkkor.

Jamforelse mellan metanproduktion uppmétt in vitro och fran matningar hos djur (a4nnu ej
utvarderat forsok)

I en studie jamfordes metanproduktion uppmatt i forsok med mjoélkkor dar métningar gjorts med
”sdkra” metoder, foretradesvis respirationskammare och metanproduktion i in vitro-systemet dar
samma fodermedel och i samma proportioner vagts in till systemet. | studien har vi forsokt fa
med olika faktorer som har betydelse fér metanproduktionen: proportioner kraftfoder/,
smaltbarhet for grovfoder, olika grovfodertyper, fettillskott, proteintillskott, utfodringsniva. Den
praktiska delen av studien ar utford. Efter doktoranden Rebecca Danielssons aterkomst fran
barnledigheten (hdsten 2015) kommer utvardering av studien att ske och den kommer att inga i
hennes avhandling som planeras till varen 2016. Huvudsyftet med detta delprojekt var att
undersoka om laboratoriesystemet rangerar foder och foderstater pa samma satt som resultaten
fran djurforsoken samt om nivaerna pa matningarna i laboratoriet ligger rimligt lika som vad som
uppmétts hos kor.

Diskussion

Delstudierna som ingar i projektet visar att gas in vitro-systemet som utvecklats har potential att
vara ett bra verktyg for att vardera olika fodermedel och fodertillsatser vad galler deras inverkan
pa metanbildning i vammen hos mjolkkor. Mikrobiologiska studier pa vamvétska fran kor och
fran laboratoriesystemet visar att de fungera rimligt lika och att laboratoriemetoden bygger pa
samma biologiska processer som hos det levande djuret. De mikrobiologiska analyserna pa
vamvétskan visar att det finns en stor individskillnad i metanbildning. Okad kunskap om
bakgrunden till denna variation innebar att det finns majligheter att paverka djurens
metanproduktion och kanske ocksa sa smaningom vélja ut kor som bade mjolkar bra och ger lag
metanproduktion.

Totalt har projektet hittills gett upphov till en doktorsavhandling och 5 artiklar publicerade i
valrenommerade internationella tidskrifter med referee-system. Inom de narmaste aren forvantas
ytterligare en doktorsavhandling med huvuddelen av underlaget fran detta projekt samt dessutom
2-3 ytterligare artiklar. Information fran projektet kommer att spridas via de deltagande



forskarnas medverkan i undervisning pa olika nivaer och medverkan i kurser och andra
aktiviteter anordnade av naringen.
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Slutsatser

Kornas produktion av metan beror pd manga faktorer som har med fodret och utfodringen att
gora. Vi har visat att det finns fodertillskott som kan drastiskt sanka metanproduktionen. Det
finns ocksa en stor variation mellan individer i sammansattning av mikrober i vdmmen. Det



betyder att alla kor inte reagerar lika vid samma utfodring. Mera grovfoder behdver inte betyda
hdgre metanproduktion generellt. Sammantaget innebar detta att det finns goda mojligheter att
paverka den belastning pa miljon som metan fran idisslarnas foderomsattning kan utgora.

Resultatformedling till naringen
Resultaten fran undersokningarna har kontinuerligt redovisats via institutionernas hemsidor, t.ex.

http://www.slu.se/sv/institutioner/husdjurens-utfodring-vard/forskning/pagaende-
projekt/minskad-metanproduktion-fran-mjolkkor-ar-det-mojligt/

http://www.slu.se/sv/institutioner/norrlandsk-jordbruksvetenskap/forskning/pagaende-projekt/

men &ven via media, exempelvis:
http://sverigesradio.se/sida/artikel.aspx?programid=406&artikel=3163382

Finansiering av projektets doktorander har ocksa medfort att huvudsokande kunnat halla sig
uppdaterad och medverka pa olika satt med att sprida information om problemstallningarna i
olika sammanstéllning. Sa har t.ex. Jan Bertilsson arligen under perioden 2010 -- 2014
medverkat i Jordbruksverkets/Greppa naringens kurs for radgivare som vill bli godkanda
klimatradgivare: "Jordbruket och klimatet” . Han bidrog ocksa med underlag till Norfors
berakningsmodell for metan fran mjélkkor, samt i den vetenskapliga publiceringen av underlaget
for detta. Doktoranderna har bidragit till med flera den arliga nordiska konferensen ”Nordic Feed
Science Conference”
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