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Forord

Med denne masteroppgaven avslutter jeg et femarig studium innen husdyrvitenskap, ved
fakultet for biovitenskap, ved Norges miljg- og biovitenskaplige universitet. Det har veert fem

leererike ar som gir meg et godt grunnlag a bygge ny kunnskap pa i arbeidslivet.

| denne oppgave har jeg valgt a skrive om fordgyeligheten av pellet med ulik fysisk struktur,
fordi jeg fikk tilbud om & bidra litt til Gulam Qasim Khans doktorgradsavhandling.
Utgangspunktet var a se pa forngyeligheten til pelletene med en ANKOM Daisy inkubator,
men fordi resultatet mellom rundene varierte en del, ble det ogsa undersgkt om ANKOM
Daisy inkubator gir stabile resultater. Underveis har jeg leert at det er vanskelig a fa de

resultatene jeg gnsker, nar man gjennomfarer et forsgk.

Jeg vil rette en stor takk til min veileder Egil Prestlgkken som har hjulpet meg mye med
denne oppgaven. Jeg Vil ogsa takke mine medstudenter som i disse dager ogsa har jobbet
hardt pa datasalen for a bli ferdig med sine masteroppgaver. De har gitt moralsk statte, samt at

vi har lest korrektur pa hverandres oppgaver.

Fakultet for biovitenskap, NMBU

As, 15.05.2018
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Sammendrag

Denne oppgaven bestar av litteraturdel og egne undersgkelser. Litteraturdelen gir en kort
oversikt over drgvtyggerens fordgyelsessystem, hvordan den fordagyer for og hvordan
fordayelsesforsgk kan bli gjennomfart. Forrasjonen til en hgytytende dravtygger bestar av
bade grovfor og kraftfor. Kraftfor er et naeringsrikt for og inneholder som oftest mye stivelse,
som lett blir fordgyd i vom. Ulempen er at nar stgrre mengder kraftfor blir gitt pa en gang, vil
fermenteringen reduserer pH i vom. Det gir mindre gunstige levekar for cellolulytiske
bakterier som fermenterer fiber. Derfor er det et gnske & produsere kraftfor som har redusert
nedbrytningshastighet i vom, men like god total fordayelighet som tidligere.

Egne undersgkelser er et in vitro forsgk som testet om den fysiske strukturen til pellet pavirket
nedbrytningshastigheten med ANKOM Daisy' inkubator. Det ble testet tre typer kraftfor som
besto av 100% bygg, men med ulik fysisk struktur. De tre forene ble produsert med en
ekstruder, der innstillingene bestemte diameteren, lengden, tettheten, hardheten og
vannstabiliteten til pelletene i de ulike forene. Det ble ogsa sett p& om ANKOM Daisy'" gir
stabile resultater. Det ble gjennomfart 8 runder med forsek, der det de tre siste rundene ble
undersgkt tarket og malt grovfor i tillegg til forsgksforet. Pragvene ble inkubert i henholdsvis
12, 24, 48 og 96 timer.

Den fysiske strukturen pavirker nedbrytningen av pelletene. Pelletene som har hgyest tetthet,
er hardest og mest vannstabile, er de som har lavest nedbrytning. Det er samtidig vanskelig a
avgjere hva nedbrytningen faktisk er fordi det var signifikant forskjell i fordeyelighet mellom
rundene. Samtidig var det omtrent samme variasjon mellom forsgksférene innad i rundene.
Den store variasjonen mellom rundene indikerer at metoden til ANKOM Daisy" inkubatoren
er lite egnet til & fordaye hele pellet.



Katrine @straat

Abstract

This master thesis have a literature part and my own research. The literature part gives a short
summary of the ruminant’s digestive tract, how they digest the feed and how digestibility can
be tested. The food rations to a high performing ruminant consists of both roughage and
concentrates. Concentrates is highly nutritious and usually contains plenty of starch, which
are easily digested in the rumen. The downside is that when a large amount of concentrates is
given at the same time, the fermentation will reduce the pH in the rumen. That gives less
optimal living conditions for cellulolytic bacteria that ferments fiber. This creates a desire to
produce concentrates that has a reduced decomposition time in the rumen, yet just as good

total digestibility as before.

In this in vitro experiment it was tested if the physical structure to the pellets affected the
speed of decomposition with an ANKOM Daisy incubator. Three different concentrates made
with barley was tested, each with different physical structure. They were produced with an
extruder, where the production settings decided the physical factors of diameter, length,
density, toughness and water stability. In addition, there was experiments done considering
the ability of the ANKOM Daisy incubator to produce stable results. 8 rounds of experiments
was done, with the last three had included dried and grounded roughage in addition to the test

feed. The tests were incubated in 12, 24, 48, and 96 hours, respectively.

The physical structure affects the speed of composition. The pellets with highest density, and
is hardest and most water stable are those with lowest speed of decomposition. It is however
hard to pinpoint what the speed of decomposition is, because of significant differences in
digestibility between rounds. At the same time, there was approximately the same variation
between the tree test feeds within the rounds. This big variation between rounds indicate that

the ANKOM Diasy incubator is unsuited to digest whole pellets.
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1 Innledning

Dravtyggere tilhgrer underordenen Ruminatia. Vare vanlige husdyr (ku, sau og geit) tilhgrer
familien Bovidae, som alle er planteetere. Fordgyelseskanalen til Ruminatia er kjennetegnet
ved formager. Disse heter vom, nettmage og bladmage pa norsk, og kan fysiologisk betraktes
som tre utposninger pa spisergret. Etter formagene kommer kjertelmagen som heter lgype pa
norsk. | formagene er det mikrobiell fordgyelse som gjer det mulig & utnytte tungtfordeyelige

karbohydrater som cellulose og hemicellulose i for (Hvelplund & Nergard 2003).

Rasjoner til drgvtyggere inneholder ikke bare tungtfordgyelige karbohydrat, men ogsa en god
del lettere fordgyelig neeringsstoff som protein og stivelse i kraftfor. Felles for alle
neeringsstoff er imidlertid at de kan forsvinne fra formagene enten gjennom passasje eller
nedbrytning. For et naringsstoff vil fordgyelighet i vom bli bestemt gjennom hvor raskt foret

blir brutt ned og hvor raskt det kan passere ut.

Ulikt for brytes ned og passerer ut fra vom/nettmage med ulik hastighet. Lett fordeyelig og
findelt for, passerer raskt ut fra vom. Grove forpartikler tar lang tid a bryte ned og har lang
oppholdstid i vom. For at det grove foret skal forlate vom, ma det farst brytes ned til mindre
deler, bade mekanisk (drevtygging) og mikrobielt. Dette gir lettfordayelig for en
tidsuavhengig passasje, og tungt fordgyelig for en tidsavhengig passasje ut fra vom
(Hvelplund & Ngrgard 2003)

En hgytytende drgvtygger, er avhengig av energirikt og lett fordgyelig for for & kunne
produsere bra. Kraftfor basert pa stivelse og proteinrike ravarer, er bade energirikt og lett
fordgyelig. Bakdelen er at stivelse fermenteres raskt og gir hgy produksjon av flyktige
fettsyrer (VFA), som senker pH i vom. Lav pH gir et darlig vommiljg der mikroorganismene
er mindre effektive med hensyn pa fordgyelse av tungt fordgyelige karbohydrater og
produksjon av mikrobeprotein. For best mulig utnytting av neringsstoffene i foret er det
derfor gnskelig med et kraftfor med lavere fordgyelighet i vom, men med god total
fordgyelighet. Dette kan gjeres enten gjennom a redusere nedbrytningshastigheten av kraftfor
i vom, eller ved & gke passasjehastigheten av kraftfor fra vom uten at det gar ut over
fordayeligheten av kraftforet i tarmen. Problemstillingen for denne oppgaven er a undersgke
om det mulig & pavirke fordgyeligheten av kraftfor i vom ved a endre de fysiske egenskapene
til pelletene gjennom prosesseringen av dem. Dette vil gi férindustrien og brukerne av foret

starre mulighet til tilpasse foringa etter behov.
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Oppgaven er delt inn i en litteraturdel og egne undersgkelser. | litteraturdelen vil
dravtyggernes fordgyelsessystem og faktorer som pavirker nedbrytningshastighet i og
passasjehastighet fra vom bli kort beskrevet. | egne undersgkelser vil resultat fra et
gjennomfart in vitro fordgyelighetsforsgk med ANKOM Daisy'" inkubator bli presentert.
Forsgket tar for seg hvordan de fysiske egenskapene til pellets pavirker nedbrytningen av
tarrstoff og stivelse. Resultatene vil bli diskutert med hensyn pa hvilken betydning de fysiske
egenskapene kan ha for fordgyelse av nzringsstoffene. Det vil ogsa bli diskutert om metoden
til ANKOM Daisy" inkubatoren fungerer til & bestemme fordgyeligheten til hele pellet.

Hypoteser
Hoa: Ulike fysiske egenskaper ved pellets pavirker ikke nedbrytningen.

Hoo: ANKOM Daisy'" er en god maéte & finne fordayeligheten til for
Haa: Lavere tetthet pa pelleten gker nedbrytningen.

Hip: In vitro fordgyelighet med ANKOM Daisy" er en lite ngyaktig mate & finne
fordgyeligheten til et for.
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2 Litteratur

2.1 Oppbygging av dravtyggerens fordgyelseskanal

Drgvtygger er herbivore dyr som lever av plantemateriale. Mange av plantene inneholder
cellulose og hemicellulose. Dette er polysakkarider der glukosemolekylene er bundet sammen
med B-bindinger som dyret sine egne fordayelsesenzymer ikke klarer a bryte. For a kunne
fordgye plantene lever drgvtyggerne i en symbiose med mikroorganismer i formagene.
Formagene er uten egen produksjon av enzymer, men mikroorganismene som lever der
produserer enzymene som kan bryte B-bindingene i cellulose og hemicellulose og dermed
utnytte energien i plantemateriale. Dette kapittelet vil se neermere pa fordgyelseskanalen og
hvordan den er bygget opp, med spesielt fokus pa formagene.

2.1.1 Munn og formagene

Fordgyelseskanalen starter med munnhulen. Ved beiting river dyrene av plantene med
tennene og svelger det nesten utygget. Tilsvarende vil de nar de spiser hgstet for svelge det
nesten utygget. Seinere vil dyrene gulpe foret opp igjen og tygger det grundig far det svelges
pa nytt. Det er dette som blir kalt drgvtygging.

Spisergret forbinder munnhulen med formagene og ender gverst i nettmagen som er en av tre
formager (Figur 2.1) (Hvelplund & Ngrgard 2003). De to andre er vomma og bladmagen.
Som nevnt tidligere, kan formagene betraktes som utposninger pa spisergret og kommer far

den virkelige magesekken som kalles lgypen.

Vomma er den starste av formagene, og bestar av tre blindsekker (dorsale, ventrale og
craniale) som er delvis adskilt av muskelfolder. Innvendig er vomma dekket av papiller pa 1-3
mm. Disse papille gker overflaten til vomveggen og sarger for absorbsjon av flyktige fettsyrer
(VFA), vann og enkelte ioner. I tillegg blir urea transportert fra blod via vompapillene og inn i
vom. Innholdet i vom er lagdelt. @verst er det gass, i hovedsak CO2 og metan, som dyret raper
ut med jevne mellomrom. | midten kommer flytelaget, som bestar av grove forpartikler, litt
vaeske og mikroorganismer. Det er fra flytelaget dravtyggere gulper opp for til drevtygging. |
bunn er veeskelaget som bestar av findelte forpartikler, veeske og mikroorganismer (Hvelplund
& Npgrgard 2003). Vomveggen bestar av glatt muskulatur, som sgrger for systematiske
sammentrekninger i vomma. Disse sammentrekningene (kontraksjonene) sgrger for omrgring

av vominnholdet, samt at VFA, vann og ioner kommer i kontakt med vomveggen og kan bli

3
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absorbert. Kontraksjonene sgrger ogsa for at findelte forpartikler kommer over i nettmagen og

kan passere ut gjennom bladmagekanalen (Sjaastad et al. 2016).

Vom og nettmage er nart forbundet. Nettmagen ligger lengst frem i bukhulen og er skilt fra
vom med en muskelfold. Foret passerer likevel relativt fritt mellom dem og de fungerer i stor
grad som en enhet. Papillene i nettmagen er formet som et nettingmenster og bidrar til &
finfordele forpartiklene for de passerer ut av vomma da apningen til bladmagekanalen og

dermed passasjen ut av vomma er i nettmagen (Sjaastad et al. 2016).

Bladmagekanalen binder sammen vom/nettmagen med bladmagen. Bladmagekanalen apner
seg nar vom/nettmage kontraherer, og findelt for fra veeskelaget passerer gjennom til
bladmagen. Innsiden av bladmagen er dekket med rader av vertikale vevsfolder pa 1-3 mm
tykkelse. Disse foldene er dekket med papiller for a gke overflatearealet. Vann, VFA og ioner
blir absorbert fra bladmagen slik at laypen ikke behgver produsere sa mye saltsyre for a

redusere pH til gnsket niva (Sjaastad et al. 2016).

Large Intestine
’_i Small Intestine

)

Pelvic
bone

Bladder

{ : /
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Tl i
AR &\‘
-l

Figur 2.1: Illustrasjon av kuas fordgyelsessystem (Wattiaux 1998).
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2.1.2 Lgypen og tarmsystemet
Laypen kommer etter bladmagen, og er kjertelmagen. I laypen blir det sekrert saltsyre og
pepsiner, som i hovedsak starter proteinnedbrytningen. | motsetning til enmagede dyr

fungerer ikke lgypen som lager for for, og pH er litt hgyere (3-4) (Sjaastad et al. 2016).

Fra lgypen passerer foret over til tynntarmen. P4 samme mate som vom, er innsiden av
tynntarmen er dekket med tarmtotter for a gke overflaten og absorbsjonsevnen. |
tolvfingertarmen blir det sekrert fordgyelsesenzymer via galle og bukspytt, som bryter
naringsstoffene ned til monomere forbindelser (enkeltstaende neeringsstoffer som aminosyrer,
monosakkarid, monoglyserid og frie fettsyrer) som blir absorbert via tarmveggen. (Sjaastad et
al. 2016)

Etter tynntarmen kommer blindtarmen og tjukktarmen. | motsetning til tynntarmen, er
innsiden av tjukktarmen og blindtarmen glatt, noe som reduserer absorbsjonsevnen. | denne
delen av tarmsystemet blir ufordgyd for fermentert, samtidig som vann, ioner og VFA fra
fermenteringen blir absorbert. Mikrobeprotein fra fermentering i tjukktarm ender i avfaringen,
fordi det ikke er noen mulighet til & fordaye det. Til sist nar foret endetarmen og kommer ut
som avfaring (Hvelplund & Ngrgard 2003; Sjaastad et al. 2016).
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2.2 Hovednaringsstoff

Hovednaringsstoff blir normalt delt inn i karbohydrater, proteiner og fett. Innholdet av dem
varierer mellom ulike forslag. Korn inneholder mye karbohydrater, mens for eksempel
soyabgnner inneholder mye proteiner og fett, og oljefrg inneholder mye fett. Eksempler pa
innhold av naringsstoff i noen vanlige formidler er vist i Tabell 2.1.

Tabell 2.1 Eksempel pa naringsinnhold i noen vanlige formidler (NorFor 2018). Verdier i g/kg terrstoff (TS) om
ikke annet er oppgitt.

Forslag TS, g/kg | Réprotein Fett Stivelse | Sukker NDF! Aske
Ungt gress 224 168 31 0 32 507 69
Surfor tidlig 332 167 39 0 92 436 77
Surfor sent 316 140 35 0 35 567 64
Bygg 883 113 32 615 15 198 23
Havre 896 113 64 492 13 287 28
Hvete 881 131 28 667 14 127 19
Soyabgnner 900 410 222 55 50 94 55
Raps/ryps frg 936 218 452 8 66 176 47

! NDF = Naytrallgselige fiber

2.2.1 Karbohydrater

Karbohydratene kan deles inn i monosakkarid, oligosakkarid og polysakkarid. Eksempel pa
monosakkarid er glukose (Figur 2.2 A) og fruktose. Oligosakkarider bestar av to til ti
monosakkarider, for eksempel disakkaridet laktose som bestar av glukose og galaktose.
Polysakkarider inneholder mange monosakkarider satt sammen til komplekse molekyl. Noen
vanlige polysakkarider er stivelse, cellulose og hemicellulose. Stivelse bestar av mange
glukosemolekyl bundet sammen med a-1,4 bindinger. Cellulose bestar ogsa av glukose, men

glukosemolekylene er bundet sammen med $-1,4 binding (McDonald et al. 2011).

Til drevtyggere er det vanlig a dele karbohydratene inn i sukker, stivelse og ngytrallgselige
fiber (NDF). Sukker og stivelse blir lett fermentert i vom. Ngytrallgselige fiber er derimot
tungt nedbrytbart, hovedsakelig fordi cellulose og hemicellulose er bundet til lignin og denne
bindingen er vanskelig & bryte. Lignin er ikke et karbohydrat, men fordi det pavirker
fordgyeligheten til karbohydrater i stor grad, blir den regnet med i denne fraksjonen (Harstad

et al. 1994; Wattiaux 1998). Stivelse i form av amylose og amylopektin (Figur 2.2 B), finnes
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hovedsakelig i korn og andre typer frg som for eksempel bgnner, som vist i Tabell 2.1.

Ngytrallgselige fiber opptrer i cellevegger for a stive av for eksempel stra.

| sTTTTT

0O
H /u OH Amylose
OH H
HO H
H OH

B-p-Glucopyranose

Amylopectin

Figur 2.2: Eksempel pa glukose (A)(Nelson et al. 2013), og stivelse ( B) (Svihus 2017).

2.2.2 Proteiner

Proteiner bestar av aminosyrer satt sammen pa ulike mater. Et dyr har ikke behov for protein,
men for aminosyrene som proteinet bestar av. Aminosyrer bestar av en aminogruppe (ufarget
del) og en sidegruppe (rosa pa Figur 2.3). Det er sidegruppen som avgjar egenskapene til en

aminosyre.

Co0
H,N—C—H

Figur 2.3: Aminosyren lysin (Nelson et al. 2013).

Den vanligste maten a analysere for protein, er med Kjeldahl metoden. Kjeldahl metoden
finner innholdet av nitrogen i en prgve og ganger denne verdien med 6,25 (er i gjennomsnitt
16% nitrogen i protein). Dette blir kalt raprotein og bestar bade av reinprotein (aminosyrer

satt sammen til protein) og ikke protein nitrogen (NPN), som er andre nitrogenholdige
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forbindelser som for eksempel urea og ammoniakk. Raprotein kan gi et inntrykk av
proteinverdien i et drgvtyggerfor, fordi mikrobene i vom benytter nitrogen bade fra
reinprotein og NPN til egen vekst og formering. Mikrobeprotein som er en viktig proteinkilde
for dravtyggere, er de mikrobene som falger foret ut fra vom og blir fordgyd (Hvelplund &
Ngrgard 2003).

2.2.3 Fett

Det tredje hovednaringsstoffet er fett. Vanligvis er det 4-5 % fett i en drgvtyggerrasjon. Dette
er i hovedsak triglyserider, galaktolipider og fosfolipider. Triglyserid (Figur 2.4 A) bestar av
glyserol og tre fettsyrer. Triglyserider blir vanligvis funnet i oljefrg, dyrefett og korn, der
oljefrg og korn i kraftfor er de viktigste kildene for en drgvtygger. Galaktolipid (Figur 2.4 B)
ligner triglyserid, men en av fettsyrene er byttet ut med et sukkermolekyl, vanligvis galaktose.
Galaktolipider blir vanligvis funnet i gress og belgplanter. Fosfolipid (Figur 2.4 C) har byttet
ene fettsyren ut med fosfatmolekyl. Viktige kilder til fosfolipider er vommikrobene (Wattiaux
1998) og i soyabgnner (McDonald et al. 2011).

L8]

CHy—0O—C
A | + P \/\\/WW
ICH, 3CH, (8] CH.OH CH—0O—C
N s p: 2 W_W\
c—0" *tH 0—C . '

N O0—CH,

OH H

IT!:HE :-—-v\/\\/\/\/\\/\/\/\

0
T AN TIANANS
‘ 0
CHer—0—P—=0—X
[lJ

Figur 2.4: Eksempel pa et triglyserid (A), galaktolipid (B) og fosfolipid (C) (Nelson et al. 2013).

Fettsyreprofilen varierer mellom ulike forslag. | Tabell 2.2 er deler av denne profilen gjengitt.
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Tabell 2.2: Oversikt over fettsyresammensetningen i noen vanlige formiddler (Hvelplund & Ngrgard 2003).

Fettsyrefordeling i vektprosent Beregnet
o Fettsyrer ) )
Formiddel <C | C C C C C C C | jodtall!i
%av TS
12 | 12:0| 14:0 | 16:0 | 18:0 | 18:1 | 18:2 | 18:3 | fettsyrene
Ungt gress 2,9 - 02|02 |173| 16 | 19 | 154 | 63,4 203
Gress_ved 1,9 - 01|04 |188| 17 | 26 | 17,0 | 59,4 196
skyting
Gressensilasje 1,8 - 08 | 12 |188| 26 | 46 | 188|511 180
Bygg 2,8 - 0 | 04 243 1,2 |{10,8 56,4 | 6,7 129
Palmeolje - 0 0 14 1401 | 55 |42,7]103| O 57
Kokosolje - 146 | 4541180105 | 23 | 75 0 0 7
Soyaolje - 0 | 0201|9824 |289|50,7]| 65 136
Rapsolje - 0 0 0 |44 |14 543195114 115

1= jodtall forteller om mengden dobbeltbindinger i rafett. Hver dobbeltbinding kan binde til seg et
jodatom. Jodtallet er antall gram jod som binder seg til 100 gram fett (Hvelplund & Ngrgard 2003).

Det er lite fett i gress og grovfor, men av de fettsyrene som er der, dominerer den polyumetta
fettsyren a-linolensyre (C 18:3). Bygg og havre har lavt fettsyreinnhold med relativt hgy
andel av henholdsvis linolsyre (C18:2) og oljesyre (C18:1). Oljene bestar av nesten 100% fett,
men ogsa her er det variasjon i sammensetningen. Palmeolje inneholder mye lange fettsyrer
som palmitinsyre (C 16:0) og oljesyre (C 18:1). Soyaolje og rapsolje inneholder mye oljesyre
(C 18:1) og linolsyre (C 18:2). Kokosolje inneholder derimot mer av de mellomlange
fettsyrene, spesielt laurinsyre (C 12:0). Kapitel 2.3.3 forteller mer om hvordan fett pavirker

fermentering i vom.

Det er vanlig & bestemme fettinnholdet som rafett. Rafett blir funnet ved ekstraksjon med et
upolart lgsemiddel. Etter at lgsemiddelet er fordampet, er rafett en rest som bestar av alle
fraksjonene lgsemidlet har klart a lgse ut. For a finne fettsyreinnholdet og fettsyreprofilen, ma
prgven bli hydrolysert og fettsyrene analysert med gass kromatografi (Seppanen-Laakso et al.
2002).
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2.3 Fordagyelse av hovedneringsstoff

I vom er det over 200 ulike bakterier (McDonald et al. 2011), som grovt kan bli delt inn i
kategoriene amylolytiske, cellulolytiske, lipolytiske og proteolytiske bakterier, ut fra hvilke
naringsstoffer de bryter ned. I tillegg kommer protozoer og sopp som er med pa a bryte ned
foret. Fordgyelsen av karbohydrater, protein og fett er omtalt i de etterfglgende kapitlene.

2.3.1 Karbohydrater

Karbohydrater er den viktigste energikilden til drgvtyggere samt utgangspunkt for
syntetisering av fett og glukose til melkeproduksjon (Wattiaux 1998). Karbohydratene blir i
stor grad fermentert i vom av mikroorganismer, som gjar drevtyggerne i stand til a utnytte
energien ogsa i fiber. Restproduktet fra denne fermenteringen er mikrobeprotein som blir
omtalt senere, gassene CO> og metan, samt flyktige fettsyrer (VFA) der de viktigste er
propionsyre, eddiksyre og smarsyre. VFA blir absorbert via vomveggen og brukt til ulike
metabolske prosesser. Propionsyre blir omdannet til glukose i lever, mens eddiksyre og
melkesyre blant annet blir brukt for & syntetisere melkefett i juret (Hvelplund & Ngrgard
2003).

De amylolytiske bakteriene er med pa a bryte ned stivelse og andre lettfordgyelige
karbohydrater. Denne fermenteringen skijer raskt og kan gi en hgy produksjon av VFA pa
kort tid, som kan fare til redusert pH i vom. En annen gruppe med bakterier er de
cellulolytiske bakteriene, som er med pa & fermentere cellulose, hemicellulose, fruktoser og
pektiner (Sjaastad et al. 2016). De cellulolytiske bakteriene taler lav pH darlig.

2.3.2 Proteiner

For en drgvtygger er mikrobeprotein den kvantitativt viktigste proteinkilden. Omsetningen av
protein i vom er kjennetegnet ved at proteolytiske bakterier bryter proteinet ned til aminosyrer
og ammoniakk. Med bakgrunn i energi (ATP) fra nedbrytningen av karbohydrater og
tilgangen pa aminosyrer og ammoniakk bygger disse og andre mikrober opp eget
«kroppsprotein». Det er dette proteinet som blir kalt mikrobeprotein. Mikrobeprotein er
dermed en samlebetegnelse pa protein fra bakterier, protozoer og sopp som blir med for og
vaeske ut fra vom. Mikrobene bestar av ca. 50% protein og nar de sammen med ikke nedbrutt

férprotein blir fordgyd i tynntarmen gir de aminosyrer absorbert i tarm (AAT).Referanse
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Effektiviteten i syntesen av mikrobeprotein er avhengig av flere forhold. To av de viktigste er

forholdet mellom nitrogen og energi, grovforopptaket.

Dette er utviklet egne proteinvurderingssystemer for drgvtyggere. Et av disse systemene er
AAT/PBV (aminosyrer absorbert i tarm/proteinbalanse i vom) systemet som blir brukt i
Norden. AAT forteller hvor mange gram aminosyrer som absorberes i tarm per kg terrstoff
(TS). PBV er proteinbalansen i vom, beskriver balansen mellom nedbrytbart raprotein og
tilgjengelig energi i vom. Er det mye raprotein i forhold til energi, vil PBV bli positiv, motsatt
gir negativ PBV. Dermed er det PBV som avgjer hvor mye protein som blir syntetisert i vom

og mengde AAT i tarmen.

2.3.3 Fett

Fett i form av triglyserider blir, i motsetning til karbohydrater og protein, ikke fermentert i
vom. | stedet blir fettet hydrolysert (omdannet til glyserol og frie fettsyrer) av de lipolytiske
bakteriene i vom. Glyserol blir omdannet til glukose og brukt som energikilde for mikrobene.
De frie umetta fettsyrene blir hydrogenert (gjort metta) og fester seg til forpartikler som
forlater vom (McDonald et al. 2011). Noen av fettsyrene blir ogsa tatt opp av
mikroorganismene, i tillegg syntetiserer mikrobene egne fettsyrer, som ofte kjennetegnes med
mange sidekjeder. Mange av fettsyrene som blir syntetisert av mikrobene blir funnet igjen i

melk, selv om de kun utgjar en liten det av melkefettet.

Ulike fettsyrer pavirker mikrobene ulikt. Mellomlange fettsyrer og polyumetta fettsyrer kan
virke toksisk pa mikrobene, men lange metta fettsyrer pavirker mikrobene minst (Hvelplund
& Ngrgard 2003).

11
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2.4 Samspillet i fordgyelsen

Forverdien til et for er bestemt av ulike faktorer ved dyret og foret og det er mange samspill

mellom dyret og foret. Figur 2.5 gir en forenklet versjon av noen av disse samspillene.

Sukker + stivelse .| NDF-fordevelse
\ [ -
Groviorandel ~¥| Passasjehastighet
l AAT
Féropptak * Mikrobiell effektivitet /

Figur 2.5: Forenklet figur over samspillene som pavirker forverdien. Tegnet selv med utgangspunkt i figur fra

Harald Volden og egne forelesningsnotater.

| prinsippet er det i hovedsak to faktorer som pavirker fordgyeligheten av et for i vom, og
dermed energi og proteinverdien. Det er nedbrytningshastighet og passasjehastighet, dvs. hvor
fort foret blir fordgyd og hvor lenge det oppholder seg i vomma. Nedbrytningshastigheten blir
normalt angitt som en andel av foret som brytes ned per time (kp), mens passasjehastigheten
normalt blir angitt som den andelen av foret som kan passere ut fra vom per time (kp). Med
disse to faktorene kjent sa kan fordgyeligheten av et for, eller rettere neeringsstoffene av et for
i vom, bli beregnet med Formel 2.1:

Formel 2.1

kp
kp+kp

* 100

Med utgangspunkt i Figur 2.5, vil f. eks. foropptaket pavirke passasjehastigheten av NDF,
dvs. ke. Innholdet av sukker og stivelse vil pavirke vommiljget og dermed
nedbrytningshastigheten av NDF, dvs. kp. Dette har direkte innvirkning pa fordgyeligheten av
NDF i vom, som igjen avgjer energiverdien av foret. Formelen forutsetter at alt for har like
stor sannsynlighet for & bli brutt ned og passere ut av vom, uavhengig av oppholdstid. For
NDF i grovfor er ikke dette helt korrekt da passasjen er tidsavhengig, men det ender ikke pa
prinsippet om at fordgyelighet i vom er en balanse mellom kp og ke. NorFér har lgst det med
a beskrive fordgyelsen av NDF i en to-kompartmenent modell med et tidsavhengig og et
tidsuavhengig kompartment. | modellen ma NDF i grovfor oppholde seg i det tidsavhengige
kompartmentet en viss tid far det kommer i det tidsuavhengige kompartmentet hvor passasjen
ut skjer (Volden 2011).
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For & utnytte et for best mulig er kjennskap til bade nedbrytningshastighet og
passasjehastighet viktig. Nedbrytningshastighet er ofte en egenskap tilknyttet formidlet, men
den blir pavirket av faktorer som rasjonssammensetning og vommiljg (pH i vom) (Hvelplund
& Npgrgard 2003), og den er mulig & pavirke gjennom behandling av for som f.eks. reduksjon i

partikkelstgrrelse (maling) og varmepavirkning.

Passasjehastighet blir blant annet pavirket av foropptak, partikkelstarrelse sammensetningen

av rasjonen,

Nedbrytningshastighet og passasjehastighet er igjen pavirket av mange andre faktorer som

féropptak, sammensetningen av rasjonen samt oppholdstid og pH i vom.
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2.5 Fastsetting av fordgyelighet (in vivo, in situ/sacco, in vitro)

Energiverdien til et for kan angis pa fire niva. Disse er bruttoenergi, fordayelig energi,
omsettelig energi og netto energi. Bruttoenergi blir funnet ved a brenne foret og male hvor
mye energi som blir frigitt. Fordgyelig energi er brutto energien i foret minus brutto energien i
avfaringen. Omsettelig energi er fordgyd energi minus energien som gar tapt ved produksjon
av metan og produksjon av urin. Nettoenergi er omsettelig energi minus energien tapt som
varme i forbindelse med fordgyelsen og den intermedizre omsetningen av naringsstoffene.
Av disse kan fordayelig energi enkelt bestemmes ved oppsamling av avfgring og
bestemmelse av fordgyelighet. Omsettelig energi krever i tillegg oppsamling av urin og
kvantifisering av metanproduksjon. Nettoenergi er vanskeligere da varmeproduksjonen er
krevende & bestemme.

Uansett, for en dravtygger er det en sterk sammenheng mellom energi- og proteinverdien og
fordgyeligheten av et for. Problemet er at det ikke alltid er like enkelt & male fordayelighet, og
det er ofte forbundet med store kostnader. Det er i hovedsak tre typer forsgk som blir brukt for
a finne fordgyeligheten til for. Det er in vivo der forsgket blir gjort i dyret, det er in situ ved
bruk av enten nylonposer i vom (in sacco) eller mobile poser i tarm, og det er in vitro der
forsgket foregar utenfor dyret, ofte i et glass eller en beholder. | de etterfalgende avsnitt blir
disse metodene beskrevet litt nermere.

2.5.1 Invivo

In vivo forsgk blir gjennomfart direkte pa dyret. In vivo fordgyelighet angir den delen av foret
som blir fordgyd, fra det blir spist til det kommer ut som avfgring. Pa denne maten blir den
tilsynelatende fordayeligheten funnet. Noe av proteinet i avfaringer er endogent eller
mikrobielt protein og har allerede veert fordgyd en gang. Endogent protein er avslitte
tarmceller og enzymer. Om denne mengden blir trukket fra avfaringen, blir den sanne

fordgyeligheten av protein funnet.

To metoder som blir brukt for a finne fordayeligheten og passasjehastigheten til for er
markgrmetoden og vomtgmmingsmetoden. Markgrmetoden baserer seg pa bruk av markgrer
med kjent konsentrasjon. Markgrene kan vere bade interne (er i foret, f.eks iNDF
(ufordayelige fiber)) eller eksterne (tilsatt). Noen kriterier for en markar er at den ikke er
giftig, falger strammen til det som blir markert (ikke flyter oppa eller faller til bunnen), ikke
pavirker fordgyeligheten eller blir fordgyd selv. Det er ingen stoff som oppfyller alle kravene

perfekt. For a finne fordgyeligheten med markermetoden, ma mengden markar i foret (enten
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internt i foret eller tilsatt) og konsentrasjonen av marker i avfaringen vare kjent. Deretter blir
differansen i konsentrasjonene beregnet. Vomtgmmingsmetoden gar ut pa a beregne
differansen mellom fiber i avfgringen og fiberinnholdet i vom. Vomma blir temt ved flere
bestemte tidspunkt. Vomveeske og flytelag blir separert og forholdet mellom dem blir
beregnet. Ved a se pa fiberinnholdet i vomma ved flere tidspunkt og fiber i avfgringen blir

passasjehastigheten beregnet (Stensig et al. 1998).

Ved & kombinere de overnevnte metodene og in sacco er det mulig & beregne bade

passasjehastighet, nedbrytningshastighet og total fordagyelighet.

In vivo blir ogsa brukt for & se om bestemte for pavirker produksjonsresultatene. For & se om
et for pavirker produksjonsresultatet, ma dyret bil tilvendt foret i forkant, ofte 7-10 dager for

selve forsgket blir gjennomfart.

Noe av ulempen med in vivo forsgk er at de er omfattende, og kostnadskrevende. Dyrene ma i
tillegg ha stell ogsa nar de ikke er i forsgk. Det er spesielt vanskelig & undersgke

fordgyeligheten av kraftfor fordi det ikke kan fores alene til dravtygger.

2.5.2 Insacco

In sacco blir ofte benyttet for a finne fordayeligheten til et for i vom. En kjent mengde av
prgven blir veid inn i nylonposer og inkubert i vom. For a finne nedbrytningshastigheten blir
nylonposene tatt ut av vom etter ulik inkubasjonstid, for eksempel etter 6, 12, 24 og 96 timer.
For & finne det ufordgyelige delen av prgven blir nylonposene langtidsinkubert, ofte 288 timer
(12 dagn).

For a finne tarmfordayelighet, blir det brukt mobile nylonposer. En kjent mengde for blir veid
inn og posene lukket med varmesveising. Posene blir sa behandlet med saltsyre og pepsin for

a etterligne fordgyelsen i lgypen. Posene blir deretter puttet inn i tarmen via en tarmkanyle.

Et par av utfordringen med a bruke in sacco er muligheten for partikkeltap fra posene og
forurensing av prgvene med mikrobeprotein. | tillegg kan ikke foret bli dravtygget eller
passere ut fra vom nar det er brutt nok ned. Fordelen er at det er enklere & gjennomfare enn in

vivo forsgk, og det er enklere a se pa fordgyeligheten til hvert enkelt for.

Det er 6g mulig & kombinere bade in vivo og in saco forsgk for a finne fordgyeligheten til et

for og hvordan det pavirker produksjonen.
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2.5.3 Invitro

Et in vitro forsgk blir gjennomfart utenfor dyret. En in vitro metode ma vere ngye nok til 4
kunne korrelere til faktiske biologiske responsene som blir undersgkt. Metoden skal ogsa
veere presis bade innen og mellom laboratoriene, samt spare tid og penger sammenlignet med
in vivo metoder (Nocek 1988). Det finnes flere ulike forsgk for a finne fordgyeligheten til et
for med in vitro metoder. En mye brukt metode er metoden til Tilley og Terry (1963) som er
utviklet for & finne fordgyeligheten til grovfor. En annen brukt metode er ANKOM Daisy"
inkubator. Disse to metodene er ved flere anledninger blitt sammenlignet (Holden 1999;
Mabjeesh et al. 2000; Wilman & Adesogan 2000).

Metoden til Tilley og Terry (1963) er en to trinns metode der prevene blir fordgyd, farstien
lasning med buffer og vomsaft, deretter i saltsyre og pepsin. 0,5 grav prgvemateriale blir veid
inn i sentrifugergr pa 80-90 ml. Deretter blir det tilsatt 40 ml buffer og 10 ml filtrert vomsaft
og blast med CO; for & oppna anaerobiske forhold. Sentrifugeglassene blir forseglet med en
gummikork som slipper ut overfladig gass (Figur 2.6). De blir deretter inkubert i 48 timer pa
38°C og manuelt ristet 3-4 ganger daglig. | neste steg blir det tilsatt reagens som far prgven til
a sedimentere nar den blir sentrifugert. Deretter blir supernatanten (klar vaeske over
bunnfallet) fjernet. En pepsinlgsning som bestar av pepsin, saltsyre og vann blir tilsatt resten i
sentrifugergret. Pravene blir deretter inkubert i nye 48 timer pa 38°C og ristet med jevne
mellomrom. Her er det ikke viktig med anaerobiske forhold. Etter andre inkubering, blir den
nye supernatanten fjernet og den ulgselige resten i sentrifugeglasset blir vasket med vann i
sentrifugen. Til sist blir resten i hvert sentrifugeglass overfart til hvert sitt begerglass med
hjelp av litt vann, og tarket til konstant vekt. Vekten til den tarre resten blir beregnet og
vekten fra blindpravene trukket fra. Det er alltid med noen blindpraver for & kunne korrigere

vekten med hensyn til rester fra vomsafta.
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6mm glass rod

4mm vercical slic

Rubber tube ———1

6mm glass tube
Imm bore

#—— Rubber cork

Figur 2.6: Illustrasjon av gassventil (Tilley & Terry 1963)

Tilley og Terry metoden har over tid blitt justert samt tilpasset for stivelsesanalyse. Samtidig
er presisjonen til denne metoden blitt bedre. Bakdelen med denne metoden er at prgvene blir
inkubert hver for seg, i tillegg er den tids- og arbeidskrevende sammenlignet med bruk av
ANKOM Daisy inkubatoren (Mabjeesh et al. 2000).

In vitro metoden der fordgyeligheten blir funnet med en ANKOM Daisy" inkubator (Figur 2.7
A), bestar i hovedsak av et trinn, der pravene blir fordgyd i en blanding av filtrert vomsaft og
buffer i 1:4 forhold. Det blir veid inn 0,25-0,5 gram prgvemateriale i filterposer, som blir
forseglet med en varmesveis. Det er posens starrelse som bestemmer hvor mye prave de bar
inneholde (Adesogan 2005). Inkubasjonsglassene (Figur 2.7 B) blir fylt med 2 liter buffer og
vomsaft (1,6 liter buffer og 0,4 liter vomsaft) og inntil 25 poser blir jevnt fordelt i hvert
inkubasjonsglass. Det er 4 inkubasjonsglass, sa inntil 100 prgver kan analyseres hver gang.
CO2 blir blast over for a skape anaerobiske forhold. Glassene blir deretter plassert i
inkubatoren i 48 timer pa 39,5°C med kontinuerlig rotasjon. Etter inkuberingen blir posene
skylt i springvann til skyllevannet ikke blir farget. For & finne sann fordgyelighet, skal posene
plasseres i en ANKOM 200 Fiber Analyzer etter inkubering. ANKOM metoden er ved flere

anledninger blitt sammenlignet med andre metoder.
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Ved flere anledninger har metoden til Tilley og Terry og ANKOM Daisy" blitt sammenlignet
(Holden 1999; Mabjeesh et al. 2000; Wilman & Adesogan 2000). | disse forsgkene ble den
samme bufferen, vomsafta og pepsinlgsningen brukt i begge metodene. Dermed ble den
vanlige metoden til ANKOM Daisy'" endret litt i forhold til beskrivelsen.

Fordelen med in vitro forsgk er at det koster mindre og gar fortere en in vivo og in sacco.

A B

Figur 2.7: ANKOM Daisy" inkubator (A) og inkubasjonsglass (B).
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3 Material og metode

3.1 Om pelletene

| forsgket ble det brukt 3 typer pellets produsert med ulike egenskaper med hensyn pa tetthet,
hardhet og vannstabilitet. De tre typene pellet ble produsert ved ekstrudering (typebetegnelsen
av ekstruderen) ved Senter for forteknologi (FOorTek), NMBU. Ekstruderen som ble benyttet
er Bihler BCTG 62 extruder (twin screw). De viktigste prosessbetingelsene er gitt i Tabell 3.1
0g 3.2.

Tabell 3.1: Oversikt over produksjonsforholdene far ekstruderen

Kondisjonering
- Maling i . : -

For mm Miksing Matings |\ o ndisjonerings | _assens fuktighet
hastighet temperatur (°C) etter kondisjonering

(Kgh) P (%)

1 6 120 sek 100 84 28,1

2 6 120 sek 100 93 28,3

3 6 120 sek 100 94 28,1

Tabell 3.2: Oversikt over produksjonsforholdene i ekstruderen.

Ekstrudering
Eor RPM? Nedkj_;allng i Seksjon 5 Sterrelse pa
seksjon 5 temperatur form
1 Lav Nei 1119 6 mm
2 Lav Ja 86,2 6 mm
3 Hoy Nei 120,3 6 mm

1=Skruehastighet (Runder per minutt)

Alle tre forene besto av 100 % bygg, malt i hammermglle pa 6 mm sikt/sold. Selv om foret
besto av 100 % bygg, ble melet blandet fgr kondisjonering for at det skulle veere
standardiserte forhold. Hvordan formassen ble behandlet i ekstruderen avgjorde de fysiske
egenskapene til pelleten. De viktigste forskjellene framgar av Tabell 3.2 og er relatert til
skruehastighet (RPM) og kjaling i Seksjon 5 av ekstruderen. Dette ga ulik temperatur i
massen, som er den viktigste prosessparameteren. Under produksjon av disse forsgksforene

kom massen statvis ut av ekstruderen (Khan 2018).

| de ferdig produserte pelletene ble diameter, lengde, tettheten, hardheten og vannstabiliteten

malt.
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Diameter og lengde ble malt med en «Digital Vernier Gauge» pa 30 tilfeldige pellet av hvert
for. Diameteren ble malt pa 3 steder per pellet. Gjennomsnittlig resultat er oppgitt i
Tabell 4.3.

Bulktetthet ble malt som gram/liter. En sylindrisk kopp pa 1 liter ble fylt og toppen ble
forsiktig straket vekk. Deretter ble koppen veid. Dette ble gjentatt 3 ganger og gjennomsnittet
er oppgitt i Tabell 4.4.

Hardhet ble malt med en «Texture Analyzer, HK5T» (Tinius Olsen Ltd., UK). Det ble malt 30
pellet per for, og diameteren pa pelletene var sa neer gjennomsnittet som mulig. Hardheten ble
malt nar pelleten knakk ferste gang og er oppgitt i newton (N). Gjennomsnittlig resultat er
oppgitt i Tabell 4.4.

Metoden for & male vannstabiliteten er tilpasset for a etterligne forholdene i vom. ANKOM
Daisy' inkubatoren ble benyttet i dette forsgket. Pelletene ble lagt i ballformet te-sil (Figur
3.2) og inkubert i vomsaft pa 39°C i to timer. Deretter ble de tarket pa 104°C og veid for &

bestemme hvor mye som er lgst i vann. Gjennomsnittlig resultat er oppgitt i Tabell 4.4.

Alle disse malingene ble gjort ved FérTek som en del av en doktorgradsavhandling og mer

ngyaktig framgangsmate for a finne disse parameterne er ikke gjengitt i denne oppgaven.

Figur 3.2: Ballformet Te-sil for méling av vannstabilitet.
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3.2 Fremgangsmate in vitro DAISY

Forsgksforene ble fordgyd i en ANKOM Daisy" inkubator, i en blanding av buffer og

vomsaft. Deretter ble de tarket, veid, malt og analysert for blant annet stivelse.

Framgangsmaten varierte litt mellom rundene, og det blir forklart underveis.

Bufferlgsningen som ble brukt til inkubasjonen besto av to lgsninger (buffer A og buffer B).

Tabell 3.3 og 3.4 gir en oversikt over reagensene de inneholder og hvor mye som ble brukt

per liter ferdig bufferlgsning.

Tabell 3.3: Reagenser i buffer A.

Reagenser | g/liter | g/ 5,5 liter
KH2PO4 10,0 55,0
MgSOs*7H,0 | 0,5 2,75
NaCl 0,5 2,75
CaCl; 0,1 0,55
Urea 0,5 2,75

Tabell 3.4: Reagenser i buffer B.

Reagenser | g/liter | g/ 1,1 liter
NaxCOs 15,0 16,5
NaS*3H.0 | 0,55 0,6

Bufferne ble klargjort hver for seg dagen far de skulle bli brukt. Ved tillaging av bufferne, ble

det farst veid opp riktig mengde av hver reagens og overfart til E-kolber. Deretter ble E-

kolben fylt med ca. 3 cm RO-vann og satt pa en magnetrgrer. Nar all reagens var lgst i vannet,

ble det fylt pa med RO-vann opp til malemerket og overfart til en malekolbe. Deretter ble den

resterende mengden vann malt opp. Nar bufferne var ferdiglaget, ble de satt i varmeskap pa

39°C over natten. Bufferne ble oppbevart i hver sin malekolbe fram til bruk.

| de 6 farste rundene ble buffer B helt direkte oppi buffer A rett fer bruk. pH i kombinert

buffer ble malt til 6,95 ved starten av runde 6. pH i den kombinerte bufferen ble ikke malt de

5 farste rundene. | runde 7 og 8 ble det farst malt opp 1330 ml med buffer A som ble helt over

i inkubasjonsglassene, deretter ble det tilsatt ca. 266 ml av buffer B. Mengden av buffer B ble

justert etter pH i den ferdige bufferen, til pH var 6.8.
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| runde 7 og 8 ble praveposene (ANKOM F57) vasket i 3-5 minutter i aceton og lufttarket i
avtrekksskap. Dette var for a fjerne produksjonsrester som kunne hemme fordgyeligheten. De
6 farste rundene ble ikke vasket fordi aceton ikke var tilgjengelig. Nar posene var tgrre ble de
nummerert med vannfast tusj og veid pa en vekt med 4 desimaler. Deretter ble det veid inn en
pellet pa ca. 250 mg i hver pose. | runde 6-8 ble det ogsa veid inn tarket og malt grovfor.
Disse var to standardfor alt malt pa 1 mm sold, og et surfor fra faget HFE302 som ble malt pa
1 mm sold. Etter innveiing ble dpningen forseglet med en varmesveis. Tabell 3.5 og 3.6 gir en
oversikt over posene. Posene ble sa sortert for & kunne overfgre dem til inkubasjonsglass
raskt. Posene ble fordelt jevnt pa hver side i inkubasjonsglasset. To av posene i hvert glass var
tomme, og ble brukt som blindpraver for a korrigere vekten til de andre posene etter
inkubasjon og tarking. I runde 1-6 ble posene overfgrt nar buffer og vomsaft var blandet i
inkubasjonsglassene og plassert i inkubatoren pa 39,5°C. | runde 7-8 ble posene puttet i

glassene med bare buffer og plassert i inkubatoren. Vomsaft ble tilsatt ca. 40 min senere.

Tabell 3.5: Oversikt over fordeling av poser per tid og per for runde 1-5.

T12 T24 T48 T96 Sum
For 1 6 6 6 6 24
For 2 6 6 6 6 24
For 3 6 6 6 6 24
Blind 2 2 2 2 8
Sum 20 20 20 20 80

Tabell 3.6: Oversikt over fordeling av poser per glass og per fér runde 6-8. For 4-6 er tarket og malt grovfor.

T12 T24 T48 T96 Sum
For 1 3 3 3 3 12
For 2 3 3 3 3 12
For 3 3 3 3 3 12
For 4 4 4 4 4 16
For 5 4 4 4 4 16
For 6 4 4 4 4 16
Blind 2 2 2 2 8
Sum 23 23 23 23 92
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Alt utstyret som ble brukt til uttak av vomsaft ble forvarmet til 39°C, enten med vann eller i
varmeskap. Utstyret som ble benyttet til uttakene var en glassflaske (Figur 3.3) med to
gummislanger festet i en gummipropp og to termoser. Ved uttak av vomsaft ble den lange
slangen puttet ned i vominnholdet. Luften ble sugd ut av flaska via den korte slangen og
dannet dermed et vakuum som sugde vomsaft inn i flaska. Omtrent 2 liter vomsaft ble hentet
ut og overfart til de forvarma termosene til hver runde, i tillegg til to handfuller med
formateriale fra litt inne i flytelaget. Det ble hentet vomsaft fra to kuer pa standardfor til hver
runde, men tidspunkt for uttak varierte mellom kl. 09.00 og 11.00. Kjemisk innhold av foret
er ikke kjent, men rasjonen bestod av 4 kg hgy og 2 kg kraftfor delt pa to like rasjoner ca. kI
0730 og kI 2030. Ved runde 7 og 8 var kuene i tillegg i forsgk med in sacco poser.

Luft ut Til vom

Gummipropp

Glassflaske

Figur 3.3: Glassflaske med gummislanger for uttak av vomsaft (egen tegning).

Etter uttak ble vomsafta og materialet fra flytelaget overfart til en foodprosessor for & lgsne
mikrobene fra partiklene og gi en riktig mikrobiell sammensetning i vomsafta. Runde 1-5 ble
Kjert i ca. 2 min med hastighet 6 (trinnene pa foodprosessoren er fra 1-14, den ngyaktige
hastigheten er ukjent), for at vomsafta ikke skulle sprute ut. Runde 6-8 ble kjert pa hastighet
12 i ca. 30 sekunder med mindre vomsaft og partikler oppi foodprosessoren. Etter en runde i
foodprosessoren ble vomsafta filtrert gjennom to lag vevd tgy med apninger pa 200um over i
en E-kolbe. I runde 1-5 ble det brukt sa mye tid med foodprosessoren av E-kolben med

vomsaft ble satt i varmeskap pa 39°C mellom de to filtreringene. Arbeidet i runde 6-8 gikk
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sapass mye fortere at det ikke var tid til & sette vomsafta i varmeskap. CO- ble blast over
vomsafta hele tiden ved alle stegene i prosedyren. Etter at vomsafta var filtrert, ble 400 ml
overfart til hvert inkubasjonsglass og blandet med 1600 ml buffer og inkubert i enten 12, 24,
48 eller 96 timer.

Ved endt inkubasjonstid ble posene skylt i springvann pa ca. 20°C til vannet var klart. Maten
posene ble skylt pa varierte mellom rundene. Runde 1-3 ble posene skylt enkeltvis. Runde 4-8
ble posene helt over i et nett og dyppet 15-20 ganger i en bgtte med vann. Etter skylling ble
posene lagt enkeltvis i tarkeskap pa 45°C. | runde 6 og 7 ble posene tarket i et inkubatorskap
pa 45°C fordi alle tarkeskap var opptatt. | tillegg til de inkuberte prgvene, ble to gram av
forsgksforet og et gram av grovforet tarket i runde 1 og 4-8 for a bestemme tarrstoffprosenten
(TS%).

Prgvene ble tarket i 48 timer. Etterpa ble de veid direkte fra tarkeskapet og etter 24 timer
utenfor tarkeskapet. Veiingen direkte fra tarkeskap ble gjort for & finne korrekt fordgyd
tarrstoff (TS). Vekten etter 24 timer utenfor tgrkeskapet ble benyttet for beregning av fordgyd

stivelse.

Etter at posene var tarket og veid ble restene fra samme tid, runde og for slatt sammen i
telleglass. Posene ble farst knadd for & lgsne innholdet, deretter dpnet og innholdet overfart til
de nummererte telleglassene. Deretter ble restene malt med en kulemglle, og analysert for
stivelse. | runde 6-8 var det for lite prgvemateriale igjen etter 48 og 96 timer inkubering til &
bestemme innholdet av stivelse. Det er regnet statistikk pa fordgyeligheten til stivelse og

tarrstoff, fremgangsmaten er beskrevet i neste underkapittel.
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3.3 Beregninger

Alle posene ble veid tomme (tara) og med en pellet i (brutto inn). Deretter ble posens

egenvekt trukket fra bruttovekten for & finne netto vekt (netto inn) av pelleten.

Etter tarking ble posene veid direkte fra tarkeskapet (brutto ut) og minimum 24 timer etter
uttak fra terkeskapet (brutto ut ekvilibrert (ekv.)). Det var to tomme poser per glass, og
gjennomsnittlig vekt av alle tomme poser per runde (8 poser) ble brukt til & korrigere netto

vekten. Se Formel 3.1:

Formel 3.1

Netto ut = brutto ut — (tara + vektgkning tomme poser)

Netto ut ekv. = brutto ut ekv. — (tara + vektgkning tomme poser ekv.)

Den ufordgyde resten (Rest %) ble beregnet som prosent av opprinnelig praven pa
tarrstoffbasis (Formel 3.2).

Formel 3.2
Rest% = netto ut / (netto inn * TS%)
Rest% ekv. = netto ut ekv. /(netto inn *TS% ekv.)

Gjennomsnittlig Rest% ble beregnet, og ble brukt for a lage grafer over fordgyeligheten. Alle

posene med Rest% ble brukt til & regne statistikk.

Stivelse i prevene ble analysert med et spektrofotometer. For & beregne stivelsesresten av den

opprinnelige praven, ble denne Formel 3.3 brukt

Formel 3.3

(netto ut*(% stivelse i fordayd rest/100)) / (netto inn*(% stivelse i pellet/200))*100
- Netto ut og netto inn er gjennomsnittlig vekt per runde, fér og tid.

Til beregning av statistikk ble programmet SAS 9.4 (SAS for Windows. Copyright (c) 2002-
2012 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) benyttet. Prgvene ble sortert etter runde (1-8), for
(1-3 pellet og 4-6 grovfor), pose (gjennomsnitt av pose 1-6 avhengig av antall paralleller per
for per runde) og tid (T12, T24, T48 og T96).
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- Til statistikkberegning av sikkerheten til ANKOM Daisy'" inkubator ble for 4-6
(grovfor), T12-T96, runde 6-8 og gjennomsnitt av pose 1-4

- Til statistikkberegning av terrstoff ble for 1-3 (pellet), T12-T96, runde 1-8 og og
gjennomsnittet av pose brukt.

- Til statistikkberegning av stivelse ble férl1-3 (pellet), T12-T96 i runde 2-5 brukt og
T12-T24 i runde 6-8 brukt. I runde 6-8 var det for lite prgvemateriale til & analysere
for stivelse i T48-T96.

Den statistiske vurderingen ble gjort med GLM prosedyren (Proc GLM) i SAS, og forskjeller

mellom effektene ble beregnet pa LSmeans. For alle gruppene ble falgende modell satt opp;
Yijk = U + Fi + Rj +eijk,
Hvor:
Yiijk er undersgkt variabel
u er forventet gjennomsnitt
Fi er fast effekt av for, i=1-3
R;j er fast effekt av runde, j=1-8
eijk er tilfeldig feil
Statistisk sikker forskjell ble vurdert ved p<0,05, mens p<0,1 ble vurdert som en tendens.

Beregning av standardavviket for hardhet i N, tetthet i gram/liter og vannstabilitet er gjort i

forbindelse med doktorgradsarbeidet og ikke naermere beskrevet her.
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4 Resultater
4.1 Metodevurdering av ANKOM Daisy"

Resultatene for nedbrytningen av terrstoff i de tre typene av grovfor som var med de tre siste

rundene for & si noe om sikkerheten til ANKOM Daisy"' som metode for maling av in vitro
fordgyelighet er gjengitt i Tabell 4.1.

Tabell 4.1: Gjennomsnittlig fordeyd tarrstoff av grovfor i runde 6, 7 og 8 (%) for inkubasjonstid 12 til 96 timer

(T12 til T96).
Effekt av
Runde 6 | Runde 7 | Runde 8 Std. av

Foér Runde
T12 48,1 46,6 45,7 2,89 0,030 0,627
T24 65,52 62,00 59,7°¢ 0,95 0,001 0,004
T48 78,6 79,1 80,3 1,68 0,009 0,503
T96 86,42 82,80 85,92 0,80 0,001 0,011

&= angir signifikant forskjell mellom runder

Tabell 4.3 viser at det er signifikant forskjell mellom runde 6, 7 og 8 ved 24 timer og mellom
runde 6 og 7 ved 96 timer inkubasjon. Det er ikke signifikant forskjell mellom runde 6 og 8

ved 96 timer. Dette er ogsa illustrert i Figur 4.1.

90

% TS fordeyd
D ~ (0]
o o o

a1
o

N
o

w
o

48 96
timer inkubert

12 24

—@®— Runde6 e+-4-- Runde7 = & =Runde8

Figur 4.1: Fordgyelighet av tgrrstoff (TS) i grovforene per runde.
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Tabell 4.2: Gjennomsnittlig TS fordgyd i pellets alle runder. Signifikansniva <0,05.

Runde Effekt av
Std. av
1 2 3 4 5 6 7 8 Runde P
T12[33,72|40,7° /436" | 3552 |46,6¢|56,3¢|509f|425°| 24 <0,001
T24[5362|569°|593"5142|603°[69,7¢| 6489 [574°| 23 <0,001
T48|67,72|732°|81,2¢ [739°| 7949 |7869|84,4°(81,8¢| 1,2 <0,001

TO6[79,02|80,12| 856° |8062|81,22(853°|840°(857°| 1,4 <0,001

1= Angir signifikant forskjell mellom runder

Av Tabell 4.2 kommer det fram at det er mye variasjon mellom rundene nar pellet blir
fordgyd med ANKOM Daisy" metoden. Figur 4.2 illustrerer dette. Runde 6, 7 og 8 er med i
Figur 4.2 fordi grovforet var med i de samme rundene, i tillegg til runde 1 som ga totalt sett

den laveste fordeyeligheten.

% TS fordeyd
a1l (o))
o o

N
o

w
o

12 24 48 96
Timer inkubert

- @®—- Rundel —@—Runde6 e++& e+ Runde7 =—-=--=Runde8

Figur 4.2: Eksempel pa variasjon mellom runder i forngyeligheten til pelletene. I tillegg til runde 6-8 er runde 1

tatt med for a illustrere variasjonen. Det er ikke regnet statistikk pa disse tallene.

Det er starre variasjon i fordgyelighet av pellet mellom runder, enn det er for grovfor. For

begge kategoriene for er det runde 6 som har hgyest og runde 8 som har lavest fordgyelighet.

28



Katrine @straat

4.2 Egenskaper ved pelletene
| forsgket ble det brukt tre typer pellet med ulike fysiske egenskaper. De viktigste

produksjonsparameterne er vist i Tabell 3.1 og 3.2. Diameter og lengde for de produserte

pelletene er vist i Tabell 4.3

Tabell 4.3: Diameter og lengde for de ulike pelletene i mm.

For 1 For 2 For 3
Diameter Lengde Diameter | Lengde | Diameter | Lengde
Gjennomsnitt 7,59 8,36 6,85 7,73 9,01 12,80
Std. av. 0,21 0,61 0,21 0,56 0,31 1,69

Pelletene har ulik diameter og lengde. For 2 har bade den minste diameteren, og er kortest
(Tabell 4.3). Deretter kommer for 1 med middels dimensjoner, og for 3 med de starste

dimensjonene.

Ved & sammenligne resultatene i Tabell 4.3 og 4.4, ser det ut til & veere en sammenheng
mellom dimensjonene til pelleten og hardhet, vannlgselighet og tetthet. For 2 har bade de

minste pelletene og er hardest, mest vannstabil og har hgyest tetthet.

Tabell 4.4: Viser, gjennomsnittlig hardhet, gjennomsnittlig vannlgselighet og gjennomsnittlig tetthet for de tre

forslagene.
) o Gjennomsnittlig Gjennomsnittlig bulk
Gjennomsnittlig hardhet N
vannstabilitet? tetthet
Kraft (N)? Std. av. % Std. av. g/L Std. av.
For 1 67,2 14,5 87,6 1,94 496,7 10,3
For 2 1414 20,0 91,3 1,88 601,7 13,1
Foér 3 106,2 23,2 87,8 0,87 384,3 8,2
Inkubasjonstid i veske er 120 min
ZN=newton

Figur 4.3, 4.4 og 4.5 angir henholdsvis sammenhengen mellom prosent nedbrutt og hardheten,

vannstabiliteten og tettheten til pelleten.
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Figur 4.3: Sammenhengen mellom hardhet og % nedbrutt TS ved 12, 24, 48 og 96 timer. Hardheten til pellet

malt i Newton
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Figur 4.4: Sammenhengen mellom vannstabilitet og % nedbrutt TS ved 12, 24, 48 og 96 timer. Vannstabiliteten

ble méalt ved & inkubere i 120 min. i vomsaft ved 39°C.
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Figur 4.5: Sammenhengen mellom tetthet til pelleten i g/L og % nedbrutt TS ved 12, 24, 48 og 96 timer.
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Figur 4.6: Sammenhengen mellom vannstabiliteten og hardheten til pelleten.
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Figur 4.7: Sammenhengen mellom tettheten og hardheten i pelleten.
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Figur 4.8: Sammenhengen mellom vannstabiliteten og tettheten til pelleten. Vannstabiliteten er oppgitt i % av
opprinnelig fér.

Figur 4.3: Bortsett fra T12 er det lite sammenheng mellom % nedbrutt TS og hardhet

Figur 4.4: Det er grei sammenheng mellom vannstabilitet og % nedbrutt TS bortsett fra T24
Figur 4.5: Varierende sammenheng mellom tetthet og % nedbrutt TS

Figur 4.6: Det er noe sammenheng mellom vannstabiliteten og hardheten til pelleten.

Figur 4.7: Det er lite sammenheng mellom tettheten og hardheten til pelleten.

Figur 4.8: Det er litt sammenheng mellom tetthet og vannstabilitet.
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4.3 Nedbrytningshastighet i pelleten

Tabell 4.1 angir nedbrytningen av tarrstoff ved ulik inkubasjonstid i DAISY" inkubatoren.
For a finne fordgyeligheten til pellets, ble bade TS og stivelse malt.

Tabell 4.5Fordgyd tarrstoff i % ved inkubasjonstid 12 timer — 96 timer (T12-T96).

Effekt av
For 1 For 2 For 3 Std. av
For Runde
T12 46,12 40,7° 44 42 2,4 0,002 <0,001
T 24 59,12 56,6 ° 61,8° 2,3 0,002 <0,001
T 48 78,02 75,8 78,82 1,2 0,001 <0,001
T 96 83,92 80,7° 83,42 1,4 0,001 <0,001

&¢ = angir signifikant forskjell mellom runder (p<0,05)

Fordayeligheten av tarrstoff i for 2 var signifikant lavere enn for for 1 og 3 (Tabell 4.1).

| den statistiske modellen som ble brukt for beregning av stivelse, er runde 2-8 inkludert vet
12 og 24 timer. Runde 2-5 er brukt til beregning av 48 og 96 timer fordi det var for lite

prgvemateriale fra runde 6-8 etter inkubasjon til a analysere for stivelse.

Tabell 4.6 Fordgyd stivelse i % ved inkubasjonstid 12 timer — 96 timer (T12-T96). For T48 og T96 er kun runde
2-5 blitt brukt til beregningene.

Effekt av
Foér 1 Foér 2 Foér 3 Std. av
Foér Runde
T12 66,52 59,2 0 65,12 3,8 0,009 0,001
T 24 76,12 74,22 84,0° 4,7 0,005 0,007
T 48 9402 92,0° 96,32 1,6 0,005 0,008
T 96 97,82 94,6 ° 08,02 1,2 0,010 0,188

#b = angir signifikant forskjell mellom runder (p=<0,05)

Tabell 4.2 viser samme tendens som Tabell 4.1, at for 2 har lavest fordgyelighet, og at det er

signifikant forskjell mellom fér 2 og 3.
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5 Diskusjon

For at en metode skal veaere god sa ma den gi repeterbare resultater mellom runder. Etter tre
runder med forsgksfor i ANKOM Daisy' inkubator var det uventet stor variasjon i
nedbrytningen av terrstoff mellom rundene. Det ble kjart to runder til uten at variasjonen ble
redusert og det ble derfor bestemt a kjgre tre runder til der det i tillegg til forsgksforet ble tatt
med tre kvaliteter grovfor. Det var signifikant forskjell (p<0,05) i fayeligheten av grovfor
mellom rundene, men betydelig mindre variasjon sammenlignet med det pelleterte
forsgksforet. Dette stemmer med resultatene til Holden (1999) og Mabjeesh et al. (2000), som
kom fram til at in vitro fordgyelighet med ANKOM Daisy" inkubator en stabil méate &
bestemme fordgyeligheten til grovfor. Pedersen et al. (2000) kom fram til at ANKOM Daisy"
inkubatoren gir presise resultater for fordgyelighet av durra og mais, men bade Mabjeesh et
al. (2000) og Pedersen et al. (2000) brukte en tilpasset to trinns metode. Spanghero et al.
(2010) kom derimot fram til at sikkerheten med ANKOM Daisy'" inkubatoren var bedre enn

med in situ, men er likevel lite presis.

Noe av grunnen til at det er mindre variasjon i fordgyeligheten av grovfor enn av pellet kan
veere fordi grovforet var malt pa 1 mm sold og dermed er mer homogent. Metoden som ble
brukt er i tillegg utviklet for a finne fordgyeligheten til grovfor, og kan dermed gi sterre
variasjon i fordgyeligheten av kraftfor (Vogel et al. 1999). Det kan hende at metoden ma
tilpasses nar det er stivelsesrike for som blir undersgkt. En annen grunn til variasjonen i
fordgyeligheten av forsgksforet kan skyldes at hele pellets ble inkubert. Det er derfor mulig at
stor variasjon i fysisk struktur mellom de enkelte pelletene, eller at de inneholdt hele korn og

store partikler, kan ha pavirket fordgyeligheten av dem.

Noe av variasjonen mellom rundene kan komme av at det var stor variasjon i fysisk struktur
mellom pellet av samme for. Under prosessering kom massen stgtvis ut av ekstruderen, som
kan veere grunnen til variasjonen mellom pellet av samme for. Det faktum at pelletene ble
inkubert hele og at det var hele korn i posene etter inkubering kan ha bidratt med tilfeldig
variasjon mellom rundene. Hele korn kan ha stor pavirkning pa resultatet nar prgvene er sa

Sma.

Selv om det var signifikant forskjell i fordeyelighet av grovfor mellom runder, er resultatet
veldig viktige med hensyn pé & vurdere om Ankom Daisy' inkubatoren er egnet til & pavise
forskjeller i nedbrytning mellom fér. Det var konsistens i nedbrytningen innen grovfor for de
tre rundene, og variasjonen mellom runder var innen akseptabelt niva. Det gjer det mulig a

konkludere med at Ankom Daisy" inkubator kan brukes til & pavise forskijeller i
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nedbrytningsgrad mellom fortyper. For de tre typene pelletert for er en viktig konsekvens at
en stor variasjon mellom runder gjor det vanskelig a pavise forskjeller mellom dem. Det er
derfor viktig med standardiserte forhold for a redusere variasjonen mellom runder. Valg av
poser er en slik faktor. | forsgket ble ANKOM F57 poser benyttet, og de gir ifglge Adesogan
(2005) stabile resultater. @kt antall poser innen forslag kunne vert en mate a redusere
variasjonen mellomrunder da det var en del variasjon ogsa mellom poser innen runde.
Kanskije starre poser som rommer mer kunne pavirket resultatet til & bli mer stabile. En annen
mulig arsak til variasjon er vomsafta, som blir pavirket av rasjonssammensetningen dyrene far
(Holden 1999). Derfor er standardiserte rutiner for rasjonssammensetning og uttak av vomsaft
viktig. | forsgket ble det hentet ut vomsaft fra to kyr hver gang, men til litt ulik tid i forhold til
foring. Dette burde ogsa veert standardisert. | tillegg var det vanskelig a falge eksakte rutiner
hver runde i forbindelse med forberedelse av vomsafta til inkubasjon. Selv om dette nok har
bidratt til gkt variasjon er det imidlertid lite trolig at dette er hovedarsaken til variasjonen

mellom runder for forsgkspelletene siden det ble rimelig bra for de tre rundene med grovfor.

Pelletene i runde 6 og 7 hadde mye hgyere fordgyelighet ved 12 og 24 timen enn de gvrige

rundene. Det er usikkert hva dette kommer av.

| falge Holden (1999) har det ingen betydning at det bade er grovforpraver og kraftforpraver i

samme inkubasjonsglass.

Forsgket sa ogsa pa om den fysiske strukturen til pelletene pavirket fordgyeligheten av
tarrstoff og stivelse. De tre pelletene hadde hgy, middels og lav tetthet. Pelletene med hagyest
tetthet (for 2) har den laveste nedbrytingen av TS og stivelse malt in vitro. Det er ogsa denne
pelleten som er mest vannstabil og hardest. For 2 ble ekstrudert med lav RPM og med lav
temperatur i seksjon 5. Det dette ga en masse som var seig og ekspanderte lite ut av
ekstruderen. For 1 kom ogsa ut av ekstruderen i lav hastighet, men varm, og ekspanderte
derfor en del. For 3 ekspanderte derimot mye fordi den kom varm ut av ekstruderen i stor
hastighet. Ekspanderingen er et resultat av at kokende vann blir til gass nar massen kommer ut
av ekstruderen og trykket forsvinner. Under prosesseringen av alle tre forsgksforene var det
over 80°C og nok vann til at stivelsen ble forklistret (Svihus et al. 2005). Normalt vil
forklistring av stivelse gi gkt nedbrytning av stivelse i vom selv om dataene pa det ikke er
fullstendige (Svihus et al. 2005). For eksempel fant Offner et al. (2003) i in situ forsgk, lavere
nedbrytning av stivelse i vom for ekstrudert bygg enn for malt bygg. Data fra Larsen et al.
(2009) indikerer ogsa at effekten av prosessering pa nedbrytning av stivelse i vom kan vare
variabel.
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For 1 og 3 hadde lavest tetthet, og dermed mye porer i pelleten kan gjgre det enklere for vann
a trenge inn. Dette er i samsvar med at de hadde hgyere fordayelighet enn for 2. Hardheten ser
ut til a bety mindre for fordgyeligheten. Fordi for 2 har lavest fordgyelighet i vom ogsa vet 96

timers inkubering, kan det hende at tarmfordgyeligheten ogsa er lavere.

Fordi fordgyeligheten varierte mye mellom runder, er det vanskelig a fastsla eksakt in vitro
fordgyeligheten til forsgksforene. Til tross for variasjonen mellom runder hadde for 2
signifikant lavere fordgyelighet av TS og stivelses enn for 1 og 3. Dette fordi resultatene var
konsistente ved at for 2 hadde lavest fordgyelighet innad i hver runde. Siden stivelsen i alle 3
forsgksforene antagelig ble forklistret, er det sannsynlig at den reduserte nedbrytningen av
tarrstoff og stivelse i for 2 skyldes hgyere tetthet og gkt vannstabilitet enn i for 1 og 3.

6 Konklusjon
Den fysiske strukturen til pelleten pavirker fordgyeligheten. En vannstabil pellet med hgy

tetthet har lavere fordgyelighet i vom, enn en pellet med lav tetthet og lavere vannstabilitet.

In vitro metoden til ANKOM Daisy'" inkubatoren er fungerer darlig til & bestemme
fordgyeligheten i hele pellets. For & bruke denne inkubatoren til a finne in vitro fordayelighet,

ma metoden tilpasset til hele pellet.
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