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Sammendrag

Det finnes ulike mater & undersgke fordgyelighet hos dravtyggere. In vivo fordayelighet maler
fordgyelighet i levende dyr og anses som referansemetode ved fordayelighetsforsgk. Metoden
maler hvor mye av neringsstoffene som blir fordayd. Dette er en metode som er tidkrevende,
ressurskrevende og ikke minst kostbar. In sacco er en metode som gar ut pa a inkubere
forpraver i sma filterposer som plasseres i vomma til et levende vertsdyr. Metoden krever
ogsa forsgksdyr, og er kosthar. In vitro fordeyelighet handler om a estimere fordgyeligheten
pa laboratoriet, og er en metoder som er mindre tidkrevende og billigere, men varierer i starre

grad hvor presise de er sammenlignet med in vivo.

Fordgyelighet av 54 forskjellige for med varierende geografisk opprinnelse og kvalitet ble
testet. De ulike metodene undersgkt var Daisy", in vitro gassproduksjon (iGP), in sacco og in
vivo fordgyelighetsforsgk. Formalet med denne masteroppgaven var & sammenligne
korrelasjoner mellom Daisy'" og iGP, in sacco og in vivo fordgyelighet for & bestemme

fordgyelighet av naeringsstoff hos dravtyggere.

Forprgvene ble malt p& 1.0 mm for Daisy" og iGP, og 1.5 mm for in sacco. Det ble benyttet
ANKOM filterposer (F57) med porestarrelse pa 25 um inkubert (12, 24, 48 og 96 t) for
Daisy'". For in sacco ble det benyttet nylonposer med en porestgrrelse pa 38 um (2, 4, 8, 16,
24, 48 og 96 + 288 t). Gassproduksjonen ble gjennomfert ved bruk av ANKOM RF gass
produksjonssystem (72 t).

Best korrelasjon mellom metodene ble oppdaget mellom Daisy' 48 timer inkubasjon
(DaisyDM48) og beregnet terrstoffordayelighet med 8 % passasje per time for in sacco
(DigDM8) (r = 0.90). Med in vivo korrelerte in sacco og Daisy" best (r = 0.71 og 0.69). Lav
korrelasjonen mellom iGP og in vivo ble beregnet for alle tidsintervaller for iGP. Det ble
derimot funnet hgy korrelasjon mellom iGP og de andre metodene. Avvikene mellom
observasjonene ble beregnet for a finne hvilke to metoder som hadde best lineser

sammenheng. Hayest R? ble observert mellom Daisy' og in sacco (R? = 0.82).

Bade Daisy' og iGP viste seg & vaere egnet til & kunne predikere fordgyeligheten hos
drgvtyggere. Daisy' er & foretrekke da den ga hgyest korrelasjon med bade in vivo og in
sacco, samt at det er behov for mindre avansert utstyr. Det var hgy variasjon i fordeyelighet
for de ulike prgvene testet, og gir lav lineser sammenheng som ga upresise

prediksjonsligninger.



Abstract

There are different methods to consider when investigating digestibility in ruminants. In vivo
digestibility measures digestibility in living animals and is the reference method for
measuring digestibility. The method measures which nutrients are digested. This is a time
consuming, resource consuming and, most importantly, an expensive method. In sacco is a
method that involves incubating feed samples in small filter bags that are placed in the rumen
of a live host animal. This method requires experimental animals, it is therefore a method that
is relatively expensive. In vitro digestibility estimates the digestibility in the laboratory, this is

a less time consuming and cheaper method, but varies in accuracy compared to in vivo.

Digestibility of 54 different grass-based silages with varying geographical origin and quality
were tested. The various methods for testing digestibility are Daisy", in vitro gas production
(iGP), in sacco and in vivo digestion. The aim of this master’s thesis was to compare the in
vitro methods Daisy' and iGP with in sacco and in vivo digestibility to estimate the

digestibility of dry matter (TS), NDF and nitrogen.

Feed material was mainly silage, as well as straw and one maize silage. The feed samples
were ground at 1.0 mm for Daisy'" and iGP, and 1.5 mm for in sacco. ANKOM filter bags
(F57) with a pore size of 25 um were used which were incubated (12, 24, 48 and 96 h) in a
Daisy'". For in sacco, nylon bags with a pore size of 38 um were used (2, 4, 8, 16, 24, 48 and
96 + 288 h). The iGP was implemented using the ANKOM RF gas production system (72 h).

The strongest correlation between the methods was detected between Daisy'"' 48 hours
incubation (DaisyDM48) and calculated dry matter digestibility with 8% passage per hour in
sacco (DigDMB8) (r = 0.90). The strongest correlation with in vivo was in sacco and Daisy" (r
=0.71 and 0.69). Low correlation between iGP and in vivo was calculated for all iGP time
intervals. However, a higher correlation was found between iGP and the other methods. The
discrepancies between the different observations were also calculated to find a linear

relationship. The highest R? was observed between Daisy' and in sacco (R? = 0.82).

Both Daisy' and iGP ended up being suitable for predicting the digestibility of ruminants.
Daisy' is preferable as it provided the highest correlation with both in vivo and in sacco, as
well as the need for less advanced equipment. On the other hand, large variation in
digestibility values for the different samples made it difficult to make equations that are
precise enough to predict in vivo digestibility.
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1.0 Introduksjon og mal for oppgaven

Grovforproduksjonen har dype tradisjoner og har bidratt til verdiskapning som har formet det
landbruket vi ser i dag. Kvaliteten av grovforet vi forer dyrene vare med er av stor betydning
for produksjon, dyrehelse, gkonomi og miljg. | Norge er det viktig a ha nok for til dyrene
gjennom vintersesongen. Tidligere ble dette gjort ved a konservere foret ved tarking til hay.
De siste generasjonene har bruken av surforets vokst og er tilnermet eneradende som metode
for & konservere grovfér med hgy kvalitet.

Karakterisering av surfor for a kunne si noe om fordgyelighet og forverdi er viktig for & kunne
maksimere dyrevelferd og gkonomi i produksjonen. Den mest presise metoden for dette er
forsgk pa levende dyr (in vivo) for & undersgke hvor mye naringsstoffer som blir fordgyd.
Denne metoden er ngyaktig, men svert kostbar og tidkrevende. Det finnes imidlertid
alternative metoder for & undersgke fordgyelighet som er mindre kostbar og tidkrevende.
ANKOM Daisy", in vitro gassproduksjon (iGP) og in sacco er alle metoder som er velprgvde
(Chaudhry & Mohamed, 2011; Cornou et al., 2013; Kelley et al., 2016; Madsen et al., 1994;
Michalet-Doreau & Ould-Bah, 1992). Det er likevel behov for a undersgke om disse
metodene samsvarer med in vivo forsgk og med hverandre. I tillegg er det et stort behov for
standardisering av de ulike metodene for & enklere kunne sammenligne pa tvers av
laboratorier. In sacco metoden er i likhet med in vivo metoden i stor grad avhengig av tilgang

pa forsgksdyr, mens Daisy'' og iGP er det i mindre grad.

Malet for denne masteroppgaven er & undersgke hvor godt egnet Daisy'", iGP og in sacco er til
a erstatte in vivo fordgyelighetsforsgk med sau til fastsetting av naringsverdi pa surfor til
drgvtyggere. Dette skal gjares ved & undersgke korrelasjoner mellom (1) Daisy", (2) iGP (3)
In sacco og (4) in vivo fordgyelighetsforsgk som metoder for a bestemme fordgyelighet hos
drgvtyggere. Forventingen til forsgket er at in vitro metodene og in sacco metoden skal
korrelere godt med in vivo fordgyelighetforsgk med sau, og at forskjellen mellom metoder

skal veere liten.



2.0 Bakgrunn og teori
2.1.0 Grovfor

Formidler som faller under begrepet grovfor er typisk surfor, halm, gras, hgy og annen
helgrade. Grovfor er imidlertid et tvetydig begrep og omhandler ogsa vekster som potet og
andre knollvekster (Harstad, 2016). Typisk for grovfor er at det er tungt fordgyelig og har et
hagyt innhold av celleveggstoffer. Hovedbestanddelen av celleveggstoffene betegnes som NDF
(Neutral detergent fiber) etter analysemetoden etter Van Soest (1967), og bestar av cellulose,
hemicellulose og pektin (McDonald, 2010). I tillegg inneholder grovférplantene celleinnhold.
Celleinnholdet er hgyt, s&rlig i unge planter og utgjer komponenter som proteiner, fettsyrer,
organiske syrer, stivelse og sukker. Celleinnholdet er den delen av planten som er mest
tilgjengelig og fordgyes normalt kjapt og nesten fullstendig (Collins & Fritx, 2003).

Grovfor kan konserveres pa mange mater. Tradisjonelt har det veert gjort ved tgrking, men i
dag er ensilering med eller uten tilsetning av syre mest vanlig. Tilsetning av
melkesyrebakteriekulturer (inokulant) er ogsa blitt mer populzrt a bruke.
Ensileringsprosessen fremmer formeringen av melkesyrebakterier som under anaerobe
forhold produserer melkesyre fra sukker i graset. Melkesyren konserverer foret, og regnes a
veere godt smakelig for husdyra. Under fermenteringen etter hgstingen blir noe av proteinet
pavirket i form av det blir omdannet til ikke protein forbindelser som ammoniakk, amider og
nitrater (NPN) (Petit & Tremblay, 2007). Andelen tgrrstoff i graset ved starten av
ensileringsprosessen er viktig for sluttproduktet. Gras med lavt tgrrstoff inneholder generelt
mer lett tilgjengelig karbohydrater og protein enn gras med hayt terrstoffinnhold (Harstad,
2016). Dette vil ha betydning for hvor mye substrat mikrobene i siloen har tilgjengelig.
Generelt vil mer substrat tilgjengelig gi gkt fermentering, noe som kan redusere forkvaliteten
ved at en mindre andel av naringsstoffene blir tilgjengelig for dyra, i tillegg til at gkt innhold
av organiske syrer kan redusere smakeligheten. Tarrstoffprosenten bgr helst vaere over 25 %,
da melkesyrebakterien taler bedre hgyt osmotisk trykk sammenlignet med de andre bakteriene
som er i gresset, i tillegg vil gkt tarrstoffinnhold redusere tapene av naringsstoffer i pressaft
(Harstad, 2016; Volden et al., 2002).

2.1.1 Grasets morfologi
Gras utgjer hoveddelen av foret til en drgvtygger. Innholdet varierer betydelig, men bestar
som regel av 80 % karbohydrater, 10-15 % proteiner og nukleinsyrer, 2-5 % fett og 5-7 %

mineraler (MacAdam & Nelson, 2003). Grasartene kan vare ettarig eller flerarig, og det er



vanlig a skille mellom gras som vokser under varmere klima og kjeligere klima. Gras som
vokser i kjgligere klima er sakalte C3 planter og danner 3-fosfoglyserol som farste produkt i
fotosyntesen (Sunding, 2020), mens planter under varmere forhold er C4 planter og danner
oksaleddiksyre som fgrste produkt i fotosyntesen (Sunding, 2013). Den viktigste forksjellen
mellom disse to plantetypene er at C3 plantene har fotorespirasjon, mens det hos C4 planten

ikke er fotorespirasjon.

De viktigste grasartene i Norge er: timotei (pheleum pratense), engsvingel (festuca pratensis)
og redklgver (trifolium pratense), men ogsa flerarig raigras (Lolium perenne), bladfaks
(Bromus inermis Leyss), engrapp (Poa pratensis L.), hundegras (Dactylis glomerata) og
enkvein (Agrostis capilaris) er arter som finnes rundt omkring. Flerarig raigras er mindre
vinterherdig enn de andre nevnte, og taler varfrost og isdekke darlig og er dermed mest vanlig

a finne pa steder med milde vintrer.

Bladene hos de typiske grasartene er parallelle og smale. Bladene er festet i straet/stammen,
som har som oppgave a holde planten oppreist. Dette er med pa a gjgre det lettere for planten
a absorbere lys, og det gir enklere forhold for gass- og vannutveksling.

Forkvalitet kan defineres som den fysiske og kjemiske karakteristikken av ett for som gjer det
tilgjengelig som en kilde for naring og velferd hos dyr (Balasko, 2003). Forkvaliteten kan
variere betydelig ut fra flere forhold. For selve planten er utviklingstrinn hos de ulike
grasartene spesielt viktig med hensyn pa forkvaliteten til planten. Det er vanlig a beskrive
utviklingstrinn hos forplanter i kvantitative former, som f.eks. tetthet og lengde, eller i forhold
til reproduktiv utvikling av planten (Mooser & C.J., 2003). Et eksempel pa de reproduktive
fasene er vist i Figur 1. Det er hovedsakelig seks steg a forholder seg til: (1) det vegetative
stadiet hvor blader vokser opp fra frget, (2) stengelstrekningsfasen der minst ett nodium er
synlig pa minst 50 % av planten, (3) start skyting der en liten del av akset kommer til syne, (4)
skyting der minst halve akset er synlig over flaggbladet, (5) full skyting der det aksbarende
straet kommer til syne, (6) blomstring der stavbarerne kommer til syne (Moore et al., 1991).



Etter hvert som graset utvikler seg vil
forholdet mellom blad og stilk
reduseres slik at det blir mer stilk i
forhold til blad. Stilkfraksjonen har en

sterkere struktur enn bladfraksjonen.

Arsaken til det er pa grunn av
lignifisering av karbohydratene, noe ,\}
som gjer at graset blir mindre / ’

fordgyelig. Lignin er ikke et

karbohydrat, men er en polymer som  __ ([

ses i sammenheng med karbohydrater “Saaswes

Spiring
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Stengelstrekning Reproduktive faser

(Sjaastad et al., 2016). Lignin er med  Figur 1. llustrasjon av gressets utviklingstrinn, fra spiring til blomstring (Moore
pa a gi ekstra statte, og serlig i det et ol 2951
vaskulere ledningsvevet hos planter (UiO, 2011b). | tillegg er alle plantecellene omgitt av en
primar cellevegg som har et hgyt innhold av cellulose, hemicellulose og pektin, og en
sekundaer cellevegg som fungerer som styrkevev og stort sett inneholder cellulose og lignin
(UiO, 2011a). Disse fibercellene blir ogsa kalt sklerenkymceller hvor lignin fungerer som
bindingsledd som gir gket styrke og beskyttelse mot fremmedlegemer (UiO, 2011b). Den
primere celleveggen er tynn og ligger ytterst pa cellen, mens den sekundzre celleveggen er

noe tykkere og ligger pa innsiden av den primere celleveggen.

2.1.2 Hovednaringsstoffene i for

Karbohydrater kan deles inn i to grupper: strukturelle og ikke-strukturelle (\Volden, 2011).
Hos de strukturelle karbohydratene utgjer NDF hovedfraksjonen. Denne kan videre deles inn i
potensiell fordgyelig- (pdNDF) og ufordeyelig fraksjon (iNDF). Sukkermolekylene i NDF
bestar hovedsakelig av beta-1,4-bindinger og er med pa a danne cellulose og hemicellulose
(Figur 2).

Stivelse sammen med fruktaner og andre lgselige H OH CH,OH
karbohydrat utgjer de ikke-strukturelle 44\ o
1/ OH H\‘ T H; H \
karbohydratene. Innholdet av stivelse i grovfor er < N J J
,
lavt, mens stivelse er hovedbestanddelen i korn. M\ / —o \OH ':;‘"r H
o
Stivelse bestar av de to polysakkarider amylose og

CH;OH H OH

amylopektin. Andelen av disse polysakkaridene
Figur 2. To glukose molekyler fra cellulose bundet

varierer mellom stivelsekilder, men amylopektin sammen med 6 - 1,4 - Binding (McDonald, 2010)



utgjer normalt 70-80 % av den totale mengden stivelse (McDonald, 2010). | amylose og
amylopektin er glukose bundet med a-(1:4) og a- (1:6) bindinger, som er nedbrytbar ogsa for

dyrets egne fordgyelsesenzymer.

Proteiner er komplekse organiske komponenter, og i tillegg til karbon, hydrogen og oksygen,
ogsa bestar av nitrogen og som regel svovel (McDonald, 2010). Proteinet i foret kategoriseres
I to fraksjoner; (1) reinprotein og (2) NPN. Reinprotein er bygget opp av aminosyrer som
bestar av en aminogruppe (NH.), en karboksyl gruppe (COOH) og en sidegruppe (R). Denne
sidegruppa er unik for hver aminosyre. Gjennomsnittlig inneholder protein 16 % nitrogen, og
pa denne maten kan innholdet av raproteinet i en forprgve relativt lett beregnes ved a
multiplisere nitrogen innholdet med 6.25. Nitrogeninnholdet blir normalt bestemt gjennom
kjemisk analyse (Kjedahl-N), eller ved forbrenning (Dumas metode). Nedbrytningsgraden av
protein i férvaren varierer stor mellom ulike typer fér, og forskjellige kjemiske og fysiske

faktorer er med pa pavirke nedbrytningsgraden (Da Silva et al., 1972).

Gras inneholder relativt lite fett og mengden fett i drgvtyggerrasjonen er som regel lavere enn
5 % (Sjaastad et al., 2016). Fett i kraftfor holdes ogsa relativt lavt pa grunn av at frie fettsyrer
i vomma har en tendens til  feste seg til forpartikler, serlig fiber, og hindrer normal
fermentering (Wattiaux, 1999). Likevel er fett en viktig del av drgvtyggerens diett, da omtrent
50 % av fettet absorbert i tarm benyttes direkte til fett i melka (Wattiaux, 1999). Fett i for til
dravtyggere er som regel triglyserider (kraftfor) og frie fettsyrer og galaktoglyserider (gras)

der a-linolensyre og linolsyre utgjgr omtrent % av fettsyrene (Elgersma et al., 2003).

2.1.3 Dravtyggerens fordgyelsesfysiologi

Hovedelementene i fordgyelsessystemet hos en drgvtygger er den samme som hos enmaga
dyr. I tillegg har drevtyggere formagene som fysiologisk er utposninger pa spisergret far selve
magesekken, som hos drgvtyggere kalles lgypen. Laypen har de samme egenskapene som
magen hos enmagede dyr, hvor det blant annet det skilles ut saltsyre og det proteinspaltende
enzymet pepsin (Sjaastad et al., 2016). De tre formagene er vomma, nettmagen og bladmagen,
hvor vomma utgjer hoveddelen sammen med nettmagen. Formagene produserer ingen
fordgyelsesenzymer selv slik som Igypen, men inneholder imidlertid store mengder mikrober
som lever og formerer seg i et anaerobt miljg. Disse mikrobene produserer enzymer som er i
stand til & bryte ned fiberrikt materiale (Sjaastad et al., 2016). Dette skijer i fravaer av oksygen

og kalles fermentering.



Det finnes mange grupper bakterier i formagene, men hovedsakelig forekommer tre:
amylolytiske-, cellulolytiske- og proteolytiske bakterier. Av disse er de cellulolytiske spesielt
viktige da enzymer fra dem er i stand til & bryte ned kjemiske bindinger som dyrets egne
enzymer ikke har mulighet til & bryte ned, slik som B-bindingene i NDF (Sjaastad et al.,
2016). Mye av energien i planten er bundet her og nedbrytning av disse bindingene er viktig
for utnytting av foret. | forhold til enzymatisk nedbrytning av stivelse og protein er mikrobiell
fermentering av cellulose tidkrevende, og for med hgyt innhold av fiber trenger relativt lang

oppholdstid i formagene for a bli fordgyd.

2.1.4 Omsetning i vom

Den mikrobielle nedbrytning av karbohydrater foregar i farste fase ekstracelluleert, hvor
cellulose, hemicellulose, pektiner, stivelse og andre lgselige sukker blir hydrolysert til
heksoser og pentoser. Disse substratene er ikke tilgjengelig for dravtyggeren da disse
transporteres inn i mikroben. Inne i mikroben blir hovedandelen av pentosen omdannet til
heksoser. Heksose gar dermed inn i Embden-Meyerhof-Parnas-stoffskiftevei (glykolysen) og
som i andre celler blir et molekyl heksose til to molekyler pyruvat (France & Dijkstra, 2005).
Puruvat blir videre omdannet til flyktige fettsyrer som er endeproduktet etter mikrobiell

omsetning (Sjaastad et al., 2016).

Stort sett alle karbohydrater blir fordgyd og brutt ned i vom og mengden glukose absorbert i
tarm vil dermed veere veldig lav. Glukose er et viktig substrat til dannelsen av melkesukker
(laktose), i tillegg til at det spiller en viktig rolle i hjerne- og nerveceller. Pa grunn av lav
tilgangen av glukose er substrater til glukoneogenesen viktig for & kunne tilfredsstille behovet
for glukose. Propionsyre er drgvtyggerens viktigste kilde i glukoneogenesen, etterfulgt av
glukogene aminosyrer og laktat som ogsa bidrar i glukoneogenesen for produksjon av glukose
(Sjaastad et al., 2016). | tillegg kan glukosestatus bedres ved & benytte stivelse som ikke
fordgyes fullstendig i vom, som f.eks. maisstivelse (Tothi et al., 2003).

Omesetning av forprotein hos en drgvtygger kan deles i to grupper: det som blir brutt ned i
vom og det som passerer unedbrutt. Det som blir brutt ned i vom blir utsatt for mikrobiell
nedbrytning og starter ekstracellulert. Den ekstracellulzere nedbrytningen resulterer i at
proteolytiske enzymer bryter ned proteinene til peptider og aminosyrer. Peptidene og
aminosyrene transporteres deretter inn i mikroben hvor aminosyrene kan utnyttes direkte til
mikrobiell vekst, eller bli deaminert med dannelse av flyktige fettsyrer, organiske syrer og
ammoniakk som sluttprodukt (Sjaastad et al., 2016). Ammoniakken kan sammen med

karbonskjelettet fra deamineringen av aminosyrer bli brukt til & bygge opp nye aminosyrer og
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dermed mikrobeprotein. Hvor stor andel av forproteinet som blir omsatt i vom pavirkes av

flere ting, men hovedsakelig hvor lettlgselig forproteinet er og hvor hgy passasjehastighet det

er i vomma (Prestlgkken, 1994).

Pa grunn av kontinuerlig transport av innhold fra formagene og videre ut til tarm vil noe

protein kunne passere uten a bli nedbrutt av mikrobene f.eks. korn-proteinet zein og

varmebehandlet protein og kalles for ikke nedbrytbart forprotein (INP) (Maxin et al., 2013).

Denne direkte passeringen kan bade vare gunstig og ugunstig. Den er gunstig hvis

aminosyresammensetningen er til fordel for dyret selv, da den blir ivaretatt og absorbert i

tynntarmen i stedet for & bli brutt ned av mikrobene. Dette kan ogsa vaere ugunstig da

ufordgyelig protein i vom kan veere ufordgyelig i tarm ogsa, og vil dermed kunne passere uten

a bli utnyttet.

Fettfordgyelsen i vom starter ved hydrolysering av tri- og galgatoglyserider til glyserol, frie

fettsyrer og galaktose. Glyserol og galaktoe blir fermentert av mikrobene som karbohydrater.

De frie umetta fettsyrene gjennomgar en hydrogenering slik at majoriteten blir mettet. Dette

betyr at de fleste fettsyrene som forlater vommen og blir absorbert i tynntarmen i stor grad er
enten palmitinsyre (C16:0) eller stearinstyre (C18:0) (Adler et al., 2011).

Fordayeligheten av fiber i vom er tidsavhengig og betegnet som en “alders-avhengig* prosess

(Prestlgkken et al., 2011). Fiber blir selektivt tilbakeholdt og reduserer passasjehastighet fra

vom. Dette skjer under fermenteringen nar mikrober har festet seg til fiberpartiklene. Nar

fermenteringen starter, begynner
produksjonen av gass. Gassen farer
til at fiberpartiklene “flyter* opp, og
blir liggende hgyt i vomma og
dermed ikke i posisjon til & forlate
vomma. Etterhvert vil den delen av
partiklene som er fordgyelig
forsvinne, og fermenteringen avtar.
Dette forer til at partikkelen synker,
og vil komme i posisjon til & forlate
vomma. Denne prosessen er
illustrert i Figur 3. Den gvrige
andelen av foret er regnet a falge en

alders-uavhengig passasje fra vom
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% @ -cass
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Figur 3. lllustrasjon av “alders-avhengig” nedbrytning, modifisert fra
Allen (1996)
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der alle partikler har lik sannsynlighet for a bli fordgyd eller forlate vomma (Prestlgkken et
al., 2011).

Ved ideelle egenskaper vil fordgyeligheten i vom bestemmes pa bakgrunn av
passasjehastighet (andel passert ut fra vom per time = kp) og nedbrytningshastighet (andel
brutt ned i vom per time = kq)(Volden, H & Larsen, M, 2011). Er disse to verdiene kjent kan
fordgyelighet i vom beregnes som (Formel 1)(Prestlgkken et al., 2011):

* 100 g

Fordgyelighet = kdlf:kp
Nebrytningshastigheten (kq) pavirkes i stor grad av innholdet av tungtfordgyelige
celleveggstoffer, men ogsa av partikkelstarrelse (snittelengde av gras og malingsgrad av
kraftfor), tarrstoffinnhold, kjemisk sammensetning og tyggeaktivitet av dyret selv. For &
kunne passere fra vom ma partiklene under en viss starrelse. Ngyaktig partikkelstarrelse er
omdiskutert, men stgrrelse pa 1-2 mm er oppgitt for sau (Poppi et al., 1980) og 2-4 mm for
storfe (Cardoza & Mertens, 1986). FOr med rask nedbrytningshastighet vil ha lav fyllverdi i
vomma, og dermed kan hgyere féropptak oppnas (Harstad, 2018). Det er ogsa andre forhold
som pavirker foropptaket: hold, dager far/etter kalving, dyrets stgrrelse og smakelighet.
Graden av passasje bestemmer hvor lenge foret oppholder seg i vomma, og dermed ogsa tiden
hvor den potensielle nedbrytningen finner sted. Videre pavirkes passasjehastigheten av

gjennomsnittlig grovfor- og kraftforniva i dietten (Volden et al., 2002).

De viktigste sluttproduktene fra mikrobenes fermentering i vomma er: eddiksyre, propionsyre,
smgrsyre melkesyre, ravsyre, metanol, etanol, karbondioksid (COz), H2 og metan (CHz), samt
varme (McDonald, 2010; Theodorou & France, 2006). Eddiksyre, propionsyre og smarsyre
star for 95 % av VFA produsert, resterende er hovedsakelig valerinsyre, kapronsyre, iso-
smarsyre, iso-valerinsyre og andre sporer (France & Dijkstra, 2005; Sjaastad et al., 2016).
VFA er drgvtyggerens viktigste kilde til energi (Wattiaux, 1994) og den relative andelen
mellom de ulike flyktige fettsyrene spiller en viktig rolle for drgvtyggerens metabolisme
(Sjaastad et al., 2016). Forholdet mellom de ulike flyktige fettsyrene varierer med
rasjonssammensetningen. En stivelserik rasjon vil vaere med pa a gke den totale mengden
flyktige fettsyrer produsert, samt gkt andel propionsyre sammenlignet med en diet med rik pa
fiber som gir hgy andel eddiksyre (Sjaastad et al., 2016). Energien som blir produsert under
fermenteringen er i form av ATP (adenosintrifosfat), som blir brukt til mikrobiell vekst og

utvikling.



De flyktige fettsyrene som mikrobene produserer, blir deponert i vomvaesken hvor de er med
pa & pavirke pH i vomma. Vommiljget spiller en viktig rolle for fordgyeligheten av foret.
Rask gkning av VFA kan forarsakes av hgyt inntak av kraftfor, og vil fgre til at store mengder
VFA blir produsert i vom i lgpet av kort tid. Dette farer til at pH i vomma synker og kan bli
drastisk lav. Normal pH i vom er 6.0 — 6.8 og lavere pH enn dette kan medfare sur vom
(Sjaastad et al., 2016). Vomacidose forekommer nar pH blir lavere enn 5.5, og er en tilstand
som blant annet kan skade vomepitelet (Sjaastad et al., 2016). De ulike bakteriene har ulik
toleranse for pH. Cellulolytiske bakterier er de som er mest fglsomme hvor gunstig pH niva er
mellom 6.2 — 6.8, mens de amylolytiske bakteriene taler noe lavere pH (Volden, 2020). Lav
pH i vom kan derfor medfare reudsert tarrstoffopptak og redusert fiberfordgyelighet. Arsaken
til at de amylolytiske bakteriene taler noe lavere pH enn de cellulolytiske er at de har
ionepumper som pumper H* - ionene ut fra cellen nar konsentrasjonsgradienten blir for hgy,
mens de cellulolytiske bakteriene kun har passiv diffusjon som derimot vil fare til

akkumulering av H* - ioner intermediert og cellene der (Russell & Strobel, 2006).

VVomma har hovedsakelig to funksjonerer som regulerer pH: (1) de flyktige fettsyrene blir
absorbert over vomepitelet til blodet hvor det videre blir transportert til leveren og (2) spyttet
som blir produsert inneholder bikarbonat (HCO3") som fungerer som en buffer for
vommiljget. Ved absorpsjon av VFA fra vom over til blod foregar det en passiv kotransport
hvor HCOs blir byttet mot VFA som ogsa er med pa a bufre vomma (Sjaastad et al., 2016).
Smarsyren blir omsatt til beta-hydroxysmarsyre, propionsyren blir til en viss grad omsatt til
mjalkesyre i vomepitelet mens eddiksyre passerer uforandret (Kristensen, 2003; Sjaastad et
al., 2016).

2.1.5 Formiddelvurdering

Formiddelvurdering handler om hvordan naringsstoffene i féret omsettes i
fordgyelseskanalen og hvordan de ulike absorberte substratene blir omsatt og utnyttet
intermedieert. Neeringsverdien til foret er i hovedsak bestemmes av konsentrasjonen av
nearingsstoffer og fordgyeligheten av dem, mens den intermedigre omsettingen og utnyttingen
reflekterer dyrets naeringsbehov. | sa mate er dyrenes naeringsbehov og forets naringsverdi et

speilbilde av hverandre.

| formiddelvurdering er det som regel snakk om energetisk nearingsverdi og stofflig
naeringsverdi der protein er viktigst (Harstad, 1994). Bade for energi og proteinverdi er
fordgyelighet i vom viktig. Energi er lagret i féret som kjemisk energi. Energiverdien er

gruppert i ulike energiformer og energitap: brutto energi (BE), fordagyelig energi (FE),



omsettelig energi (OM) og nettoenergi (NET) (McDonald, 2010). Hver av
energigrupperingene blir i nevnt rekkefalge mer presis, og eliminerer den delen av energien i

foret som ikke kan utnyttes av dyret selv.

BE er den totale energien som er kjemisk lagret i foret, og bestemmes ved fullstendig
forbrenning i bombekalorimeter. Mengden varme fra en komplett forbrenning av en enhet for
er den totale mengde BE (Harstad, 1994; McDonald, 2010). BE varierer i liten grad mellom
ulike grasarter da de hovedsakelig bestar av karbohydrater som star for ca. 85 % av BE
fordgyd av en drevtygger (Sjaastad et al., 2016) og ligger omtrent pa 17.5 MJ/kg TS
(McDonald, 2010). Férvarer som skiller seg er oljefrgplanter som har et hgyt innhold av fett
og vil normalt inneholde hgyere andel BE og planter som inneholder mye aske og vil normalt
inneholde lavere andel BE.

FE representerer den andelen av energien som blir absorbert. Apparent-FE blir beregnet ved a
subtrahere BE i gjgdsel fra BE-innholdet av for spist (McDonald, 2010). Energi tapt i gjedsel
er den tapsposten som varierer mest, og kan variere fra 10-60 % (Harstad, 1994). Dette
skyldes i all hovedsak fordgyeligheten til forvaren som er med pa & pavirke oppholdstiden i

vom.

OM omhandler den energien som er tilgjengelig etter energi i urin og fermenteringsgasser er
subtrahert fra FE. OM representerer den andelen energi som er tilgjengelig for dyret, og nyttes
til vedlikehold og produksjon. Energiholdige komponenter i urinen er urea, hippursyre,
kreatin og allanoin (2-8 %), i gassform er det hovedsakelig metan produsert i vom og i
baktarm som star for mesteparten (11 - 13 %) (McDonald, 2010). Den mikrobielle
fermenteringen farer til et overskudd av hydrogen, dette overskuddet benyttes hovedsakelig
av metanogene bakterier som produserer metan gass (CHs). Gassen skilles hovedsakelig ut i
form av raping og en del absorberes i blod og utandet via lungene (>90%), resten kommer ut

fra endetarmen (<10%).

Ved videre omsetning av foret oppstar tap i form av varme, dermed vil ikke all OM komme til
nytte. OM minus termisk tap omtales som NE (Gjefsen, 2016). Energi til vedlikehold er
hovedsakelig benyttet til & utfare en form for arbeid, f.eks. tygging og tarmkontraksjoner
(peristaltiske bevegelser), fermenteringsvarme, absorpsjon av naringssubstrater, og vil forlate
dyret i form av varme. Til produksjon er det som regel i form av avleiring av energi til melk,
ull, egg og kjett (Harstad, 1994; McDonald, 2010). Tap i form av termisk energi er relativt
stor, og kan veere sa hgy som 20-30 % av BE (Harstad, 1994). Det er i NE-beregningene
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korrigert for nedgang i fordeyeligheten ved gkt foropptak med en korrigeringsfaktor som

sarger for en lavere potensiell utnyttelse av den tilgjengelige energien (Ekern, 1993).

Protein evalueringssystemet som benyttes i Norge er AAT/PBV- systemet, og er et konsept
som i all hovedsak handler om AAT (Aminosyrer Absorbert i Tarm) og PBV (Protein
Balansen i Vom). Disse to beregnede faktorene tar hensyn til omsetningen av protein i
vomma, og i selve organismen (Madsen et al., 1995). AAT kommer hovedsakelig fra: INF,
mikrobielt protein produsert i vom og endogent protein (Volden, H. & Larsen, M, 2011). PBV
beskriver samspillet mellom tilgjengelig energi og nitrogen i vom. Negativ PBV indikerer at
nitrogen er den begrensende faktor, mens positiv PBV indikerer at det er overskudd av
nitrogen. Dermed kan man sgrge for best mulig balanse mellom nitrogen og energi. Faktorer
som inngar i AAT/PBV-systemet er: (1) den effektive nedbrytningsgraden av forproteinet i
vom, som bestemmes av in sacco metoden og beregnes med en kalkulert passasjehastighet pa
8 %l/t, (2) andel mikrobielt protein i vom som bestemmes fra andelen fordgyelige
karbohydrater i rasjonen og (3) konstante verdier for aminosyreinnholdet i mikrobielt protein
(70 %), fordeyeligheten av mikrobielle aminosyrer (85 %), aminosyreinnhold fra INF i
grovfor (65 %) og aminosyreinnhold i INF i kraftfor (85 %) (Harstad, 1994; Madsen et al.,
1995).

2.2.0 In vivo fordgyelighet

Pa latin betyr in vivo ‘i det levende’, og er et utrykk pa undersokelser som gjeres i levende
organismer. Formalet med in vivo fordgyelseforsgk er & male hvor stor andel av foret som gar
inn i dyret som faktisk blir absorbert og omsatt intermediaert (apparent fordayelighet). In vivo
fordgyelighetsforsgk krever store mengder for og er tidkrevende som medfgrer at metoden er
svaert kostbart (Kitessa et al., 1999). In vivo anses som den mest ngyaktige maten & bestemme

fordgyelighet og anses som referansemetoden for fordgyelighetsforsgk..

De mest brukte metodene for a finne in vivo fordgyelighet er fullstendig oppsamling av
gjedsel, urin og for, markermetoden og vomtemmingsmetoden. Markagrmetoden gar ut pa a
enten benytte seg av en ekstern markar som ikke finnes i foret, f.eks. Cr-EDTA og Yb-acertat.
En kan ogsa benytte seg av interne markgarer som allerede finnes i foret, f.eks. iNDF. Det er
ulike krav til en markgr som bar vare utfylt: (i) ufordayelig, (ii) den skal ikke pavirke
fordgyelsessystemet pa noen mate, ei dens mikrobielle aktivitet, (iii) den ma oppfare seg pa
samme mate som det den skal male og (iv) ha en klar og sikker analyse (Faichney, 1975).
Markermetoden gjer det mulig & male fordayeligheten i ulike deler av fordgyelsessystemet,

og i gjedsel uten a gjare kvantitativ oppsamling, og gir grunnlag for & kunne beregne
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passasjehastighet og nedbrytningshastighet. Det er ingen markgrer som egner seg til 2 male
alle slags faser, det er dermed vanlig & bruke flere markarer samtidig for a fa et starre
nedslagsfelt for undersgkelsene. Ved vomtgmmingsmetoden forutsettes det farste ordens
kinetikk (Krizsan et al., 2010). Men ved a anta dette for NDF medfarer dette en begrensning
ved metoden, da antagelsen om farste ordens kinetikk ikke gjelder for NDF (Stensig et al.,
1998). Passasjehastigheten beregnes ut fra forholdet mellom det som passerer ut fra vomma
(kg/time) og selve vominnholdet (vompool i kg) (Weisbjerg et al., 2003).

Ved in vivo forsgk er det ulike faktorer en ma ta hgyde for. Tap av energi til produksjon av
metangass er en av disse faktorene. Tapet til metan farer til overestimering av den fordayelige
karbohydrat- og energifraksjonen (McDonald, 2010). Videre tas hensyn til endogent tap. Ikke
all gjadsel inneholder fullstendig fordgyd materiale. Sekrementene kan inneholde enzymer og
andre substanser som er ekstrahert i fordgyelsessystemet og som ikke blir fordayd eller
reabsorbert, i tillegg til at det kan inneholde avslitt cellemateriale fra innsiden av
fordgyelseskanalen og mikrober fra baktarmsfermenteringen. Det blir ogsa skilt ut en viss
andel andre stoffer, slik som eterekstrakt og mineraler, hovedsakelig kalsium (McDonald,
2010). Utskillelsen av stoffer i avfgringen kan bestemmes ved fullstendig gjedselloppsamling,
eller ved bruk av markgrmetoder, der det benyttes en kjent mengde markar (Weisbjerg &
Hvelplund, 2003)

2.2.1 In sacco

In sacco betyr i pose/bag, og er en metode utviklet av Mehrez og @rskov (1977). Prinsippet er
a benytte nylonposer med sma porer, vanligvis 36 um, som fylles med en forprave hvorpa de
inkuberes i vom (Mehrez & @rskov, 1977). Porestarrelsen er tilpasset slik at mikrobene i
vomma skal kunne vandre fritt gjennom posens porer, og at nedbrytningsproduktet etter
fermentering fritt kan forlate posen, og unedbrutte forpartikler holdes tilbake (Weisbjerg &
Hvelplund, 2003). Posene inkuberes for ulike tidsintervaller (0, 2, 4, 8, 16, 24, 48 timer 0sv.)
og hensikten er a finne en nedbrytningsprofil til de forskjellige forprgvene. Denne
nedbrytningsprofilen falger en eksponentiell funksjon og kan benyttes til & bestemme
fordgyelighet i vom (drskov & McDonald, 1979). Etter inkubering i vom blir posene
umiddelbart renset med kalt springvann for a stoppe all mikrobiell aktivitet. Deretter vaskes
posene med innhold i en kommersiell vaskemaskin med kaldt vann og uten sentrifugering.
Det benyttes som regel 2-4 kyr i et fullstendig radomisert forsgksopplegg, hvor hver ku
fungerer som replikanter (Petit & Tremblay, 2007). Etter inkubasjon analyseres reststoffet og

ut fra denne informasjon kan nedbrytningsprofilen finnes. Mobile nylonposer er en metode
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som benyttes for a finne nedbrytningsgraden i tarm. Metoden bygger pa samme prinsipp som
in sacco i vom. De mobile nylonposene skal deponeres i tolvfingertarmen (duodeum). Ved
tilgang pa tarmfistulerte dyr bade i duodenum og ileum (slutten av tynntarmen) kan
nylonposene tas ut i ileum fer den nar endetarmen, og pa denne maten unnga kontaminering
av mikrobiell aktivitet i endetarmen. Hovedformalet for mobile nylonposer i tarm er a finne

nedbrytningsgraden av protein og stivelse i tarm.

Det er enkelte elementer ved in sacco metoden som kan veere med pa a skape stor variasjon
innen og mellom ulike forsgk, og er med pa & svekke metoden. Noziére og Michalet-Doreau
(2000) fremmer noen problemer med metoden: mikrobiel kontaminering av posene ved
analysering, forprgvene blir ikke utsatt for drgvtygging, porestgrrelsene kan fare til utvasking
av partikler fra forprgvene, f.eks. nitrogen kan ga tapt, samt annen partikkeltap som vil fare til
overestimering av nedbrytningen. Metoden tar heller ikke hgyde for den selektive
tilbakeholdelsen av stgrre partikler i vom, og vil dermed kunne overestimere nedbrytningen
av NDF.

2.2.2 In vitro fordgyelighet

In vitro betyr pa latin «i glass» og er forsgk som foregar utenfor den levende organismen. Det
er visse kriterier som ma oppfylles for & utvikle en metode som er egnet. Metoden burde vere
ngyaktig nok til at resultatet korrelerer en viss grad med den virkelige biologiske responsen
som bestemmes av in vivo forsgk (Nocek, 1988). Metoden burde ogsa veere presis nar det
gjelder & gjennomfare forsgket pa samme mate bade innen og blant andre laboratorier. In vitro
metoder bar veere mindre tidskrevende og billigere a gjennomfare enn et in vivo forsgk
(Nocek, 1988). Det finnes forskjellige metoder for a undersgke in vitro fordgyelighet. De
fleste av dem baserer seg pa a benytte en bufferlgsning sammen med enzymer eller mikrober
(Weisbjerg & Hvelplund, 2003). Bufferlgsningen spiller en viktig rolle for & holde en stabil
pH i lgsningen, og for tilfarsel av nitrogen og andre naringsstoffer til mikrobiell vekst og
utvikling (Marten & Barnes, 1979). Vomvaesken er en stor kilde til variasjon nar det gjelder
forsgk som inkluderer bruk av vomsaft fra levende dyr. Elementer som kan vaere med pa a

gke variasjonen er dietten, rase, alder, individ og mellom individer (Marten & Barnes, 1979).

Utviklingen for a finne den beste laboratoriemetoden for & undersgke fordgyelighet hos
drevtygger har pagatt i mange ar. Den farste sikre metoden for a undersgke tarrstoff
fordayelighet ble introdusert av Tilley og Terry (1963) pa 60-tallet, og har vist & ha hgy
korrelasjon med in vivo fordgyelighet (De Boever et al., 1988; Goldman et al., 1987).

Metoden gar ut pa a utsette forpaven for 48 timer inkubasjon i en mikrobiell vaeske bestaende
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av en buffer og vomvaske. Restene etter denne inkubasjonen blir utsatt for en pepsin-saltsyre
lgsning i 48 timer (Tilley & Terry, 1963). Ulike aktgrer har i ettertid veert med a utvikle
metoden til & kunne ha et bredere bruksomrade og for a bli mer presis i forhold til
tarrstoffordgyelighet, men ikke mye er gjort for a effektivisere selve prosessen, mye pa grunn
av at metoden ikke tillater flere prover i samme fordgyelsekammer (Holden, 1999). Arsaken
til at lengden pa inkubasjonstiden ofte er 48 timer er pa grunn av at nedbrytningskurven har
mer eller mindre flatet ut pa dette tidspunktet. Andre in vitro metoder som eksisterer er
Darcon polyesterpose teknikk, gassproduksjon, fermenterende enzymer, gel elektroforese,

Daisy' og nearinfrarad spektroskopi for & nevne de mest kjente (Stern et al., 1997).

Nedbrytningskurven for et in vitro nedbrytningssystem er som regel sigmoid (Marten &
Barnes, 1979). Men i flere tilfeller (Grant et al., 1974; McLeod & Minson, 1969) hvor
innholdet av NDF er hgyt vil fullstendig fordayelighet i lgpet av 48 timer ikke vare
tilstrekkelig da kurven fremdeles er stigende. Dermed vil en forlengelse av inkubasjonstiden

veere ngdvendig for & kunne estimere

fordgyeligheten til for med hayt innhold av NDF. g

INCUBATOR

ANKOM Daisy" (ANKOM Technology Corp.,
Fairport, NY, USA) er en metode som innebarer at
opptil 25 forskjellige prever holdes sammen i ett
inkubasjonsglass pa 2 liter. Glassene simulerer
innsiden av vomma, og roterer for & sgrge for
omrgring. Til sammen er det plass til 4 slike
inkubasjonsglass (Figur 4), dette gir rom til a ha
100 prover samtidig. Ved inkubasjon holdes
temperaturen stabil pa 39.5°C (+ 0.5°C)
(ANKOM-Technology, 2017). ANKOM Daisy"
metoden baserer seg pa filter bag metoden for &
bestemme nedbrytningsgrad av ulike
naeringskomponenter. Effektiviteten til Daisy"
sammenlignet med Tilley og Terry metoden vil
dermed veere betraktelig hgyere. Metoden har i
flere forsgk (Damiran et al., 2008; Holden, 1999;

. . . Figur 4. Bilde av benyttet Daisy' inkubator. Gjennom
Mabjeesh et al., 2000) vist seg a korrelere bramed  glasset pa dara og inn til inkubasjonskammeret vises
de fire inkubasjonsglassene. Foto Ole Berner Bondg

andre in vitro metoder.
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Den optimale prgvemengden er den mengden som sgrger for at det blir nok preve igjen etter
forsgket til at analyse kan utfgres, samtidig som at posene ikke fylles for mye, da dette kan
veere med pa a forsinke eller forhindre mikrobeaktiviteten. ANKOM-Technology (2017)
anbefaler selv en pravemengde mellom 0.25 — 0.50 gram. En mate a ta hensyn til dette er a
sammenligne posens overflate med mengde prave for & kunne sammenligne pa tvers av

laboratorier (Nocek, 1988). Det kan gjgres med fglgende formel:

Prgve mengde (mg)

(Vanzant et al., 1998).

Posens bredde (cm)*posens lengde(cm)=2

Gassproduksjon er en metode som i forhold til mange andre metoder ikke spesifikt ser pa
mengden naringsstoffer som er igjen etter inkubasjonen. Gassproduksjonsmetoden gar ut pa a
male gass produsert ved fermentering hos vommikrobene under inkubasjonen (Wood &
Badve, 2001). Gass kommer dirkete fra den mikrobielle nedbrytningen av féret, og indirekte
fra buffereffekten av det syrlige produktene under fermenteringen (Getachew et al., 2004).
Det er funnet hgy korrelasjon mellom gassproduksjon og nedbrytningsgraden til NDF (Pell &
Schofield, 1993). Et av problemene med gassproduksjonssytemet er at mengden gass
produsert avhenger av fermenteringsmensteret og produksjonen av VFA. For eksempel vil en
fermentering som heller mot en hgyere produksjon av propionsyre fare til en lavere
produksjon av gass pa grunn av at mer karbon blir nyttet til & danne propionsyre i forhold til
eddiksyre (Wolin, 1960). Hovedsakelig under prosessen er det karbohydratene som er substrat
for gassproduksjonen, da det ved fermentering av proteiner er lav produksjon, og fraveerende
for fett (Menke, 1988). Det er ogsa forskjell mellom de tidligere metodene om gassen ble
ventilert eller ikke. Pell og Schofield (1993) brukte en metode hvor gassen ikke blir ventilert.
Dette er ugunstig da akkumulering av gass kan pavirke: (i) frigjeringen av gass fra den
mikrobielle vaesken (Tagliapietra et al., 2010; Theodorou et al., 1994), (ii) fore til en
underestimering av gass malt og (iii) en andel av gassen kan ha blitt vannlgselig & blandet seg
med bufferen (Theodorou et al., 1998). ANKOM gassproduksjonssystem (ANKOMRF Gas
production System, Ankom Technology, NY, USA) er en metode som ventilerer gassen
produsert underveis. Metoden kan ha opptil 50 glassbeholdere (250 ml) pa en gang og er
utstyrt med en trykksensor som er tradlgs forbundet med en datamaskin (Figur 5)

(Tagliapietra et al., 2010). Dette utstyret tillater hyppige trykkmalinger (ned til hvert minutt),
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og har et ventileringssystem som sgrger for lavt
trykk inne i beholderen (6,9 kPa)(Cornou et al.,
2013). Trykket som er malt i inkubasjonsglassene
kan videre beregnes til produsert gass i milliliter
som er med pa & illustrere mengde gass produsert
over et gitt tidsintervall. Ved undersgkelse av
prever med lavt innhold av celleveggstoffer er 48
timer som regel tilstrekkelig, men ved hgyt
innhold av celleveggstoffer er ikke 48 timer

tilstrekkelig, og lengere tid benyttes for a oppna

fullstendig fermentering.

Dette tatt i betraktning er Daisy' og iGP to
metoder som har fordeler med tanke pa at de er
relativt enkle & utfare, de kan prosessere et stort
antall prgver pa en gang og er relativt billige

sammenlignet med in sacco og in vivo forsgk.

3.0 Material og metode
Det ble i denne oppgaven benyttet to ulike in

. o ) Figur 5. Bilde av inkubasjonsglass (250 ml) med tradlgs
vitro metoder for a undersgke fordgyeligheten av  trykkmaler pa toppen benyttet for ANKOM gassproduksjon.

tgrrstoff (TS), NDF og raprotin. Disse var Foto Ole Bemer Bondo
ANKOM Daisy" og ANKOM Gass produksjon (iGP). 1 tillegg ble fordayelighet undersgk in
sacco og in vivo pa sau. Det ble benyttet 32 ulike forprever av totalt 86 rundballer samlet inn
fra hele Norge sommeren 2017 i forbindelse med prosjektet Foods of Norway. Det ble i
tillegg benyttet 22 andre praver fra samme prosjekt fra en tidligere masteroppgave for a gke

datagrunnlaget. Det totale antall praver undersgk ble dermed 54.

Samtlige forsgk ble utfart pa stoffskifteavdelingen pa senter for husdyrfag (SFH) ved NMBU.
Forprgvene benyttet til Daisy' og iGP var tarket pd 59°C og malt pd 1 mm sold. Vomsaft i
forbindelse med Daisy'" og iGP ble hentet fra tre vomfistulerte norsk radt fe (NRF). Kyrne var
ikke drektig og ikke i laktasjon. Kyrne sto pa standard in sacco diet som betyr at de ble foret
med grovfor:kraftfor fordeling pa 67:33 og med et raproteininnhold hgyere enn 120 g/kg
tarrstoff (Akerlind et al., 2011). Kyrne ble foret kl. 05:45 og vomsaft ble hentet ca. 4 timer

etter féring.
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3.1.0 Forsgksbeskrivelse

3.1.1 Daisy"
Det ble benyttet fire forskjellige tidsintervaller (12, 24, 48 og 96 timer). Vaskeprgvene (0

timer) ble ikke inkubert i glass, men kun gjennomgatt samme vaskeprosedyre som de andre
tidsintervallene. For hver tidsperiode ble det benyttet 3 replikanter per for og 2 replikanter
med standard for (CP175) i tillegg til en blank per inkubasjonsglass, totalt antall poser per
inkubasjonsglass ble dermed 27 mot foreslatt maksimum 25. Bortsett fra det var prosedyren
som ble fulgt i henhold til beskrivelsen fra ANKOM-Technology (2017). Posene benyttet i
forsgket var ANKOM F57 filterposer i polyester med en porestarrelse pa 25 pm, laget for a
holde igjen partikler som er > 25 um (Kelley et al., 2016).

Posene ble farst vasket i aceton i fem minutter for a lgse opp mulige stoffer som er med pa a
redusere overflatespenningen til posen og dermed pavirke den mikrobielle nedbrytningen.
Etter luftterking ble vekten til hver pose veid (BW?), deretter ble det veid inn 1 gram prave
per pose (BW?). Posene ble forseglet med varmeforsegler og fordelt tilfeldig pa fire ulike
Daisy'-inkubasjonsglass. Det ble inkludert en blank pose per glass for korreksjonsfaktor (C1),
i tillegg ble to poser standard for (CP175) inkludert per glass for & undersgke variasjon. Hvert
inkubasjonskammer ble fylt med 1600 ml bufferlgsning. Innholdet i bufferlgsningene A og B
er vist i Figur 5, og er i henhold til ANKOM-Technology (2017).

For bufferlgsning A og B ble blandet ble de forvarmet | gy ferlgsning A:

til en temperatur pa 39 °C for sa & blandes med KH2PO, 10.0 g/liter
. ) . . MgSO,*7H.0 0.5 g/liter

hverandre i et 5:1 forhold til en pH pa 6.8 ble nadd. NaCl 0.5 g/liter
Deretter ble 1600 ml av lgsningen fylt i hvert Daisy" CaCl>*2H20 0.1 g/liter
Urea 0.5 g/liter

glass med poser. Glassene ble deretter plassert direkte
. . A . Bufferlgsning B:
inn i inkubasjonskammeret for a bli ekvilibriet til 39°C Na,COs 15.0 g/liter

i 20-30 minutter mens vomsaft ble hentet. Na,S*3H0 0.55 glliter

Vomsaft ble hentet 4-4.5 timer etter morgenforingen Figur 6. Komposisjonen og mengdeforhold av de

ulike komponentene som danner bufferlgsning A

og ble oppbevart pa to forvarmede termoser for a 0g B for ANKOM Daisy inkubasjon.

unnga temperaturfall i vomvasken. Vomvasken ble

videre filtrert gjennom et 200 pum nett for a skille grove partikler fra vaesken. Vomvasken ble
filtrert over i en laboratorieflaske (2000 ml) og det ble det blast CO,-gass over vomsafta i
flasken far den ble stengt med et pumpeinstrument og plassert i et 39°C vannbad. Det ble

tilsatt 400 ml vomsaft i hvert inkubasjonsglass, samt at CO»-gass ble fylt over buffer og
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vomsaftblandingen i ca. 30 sekunder far lokket ble satt pa og glassene ble plassert tilbake i
Daisy'-inkubatoren. Det ble benyttet CO, som et virkemiddel for & presse ut oksygen som
hadde kommet inn i de ulike beholderne benyttet.

Etter inkubasjon ble posene tatt ut og renset med kaldt springvann til vannet ble klart, deretter
ble samtlige vasket i vaskemaskin pa ullprogram uten sentrifugering og med springkaldt vann.
Etter vasking ble posene tarket pa 45°C i 48 timer for sa & bli veid bade varm- og ekvilibrert
(etter 24 timer). Vaskingen stopper den mikrobielle aktiviteten og frigjer mikrober fra

forrester uten ngdvendigvis a redusere mengde forrester (Noziére & Michalet-Doreau, 2000).

3.1.2 In vitro gassproduksjon

Forberedelser av bufferlgsninger ble gjort i henhold til Resaruzin 0.1 %
Goering et al. (1970) som angitt i Figur 6. Ettersom Resaruzin 0.01 g/liter
mengden av resaurizin 0.1 % og mikrominieral In vitro buffer lgsning
. A ] . NHsHCO3 4.00 g/liter
Igsningene var sa sma ble det lagd tilstrekkelig av begge NaHCOs 35.00 g/liter
lzsningene for hele forsgket. De andre lgsningene, in Vitro | |, vitro micromineral lgsning
buffer lgsning, in vitro makrominerallgsning og CaCl,*2H,0 13.20 g/liter
. i . MnCl2*4H.0 10.00 g/liter
reduksjons lgsning ble tillaget samme dag som de skulle CoCl*6H,0 1.00 g/liter
brukes. Blandingen av de 5 forskijellige lgsningene ble FeCls*6H:0 8.00 g/liter
gjort i falgende rekkefalge: Makromineral-, buffer-, In vitro macromineral lgsning
. . . . Na;HPO, 5.70 g/liter
mikromineral-, resazurin-, destillert vann og reduserende KH,PO, 6.20 g/liter
lgsning til et volum av bufferlgsning pa totalt 3700 ml. MgSO.*7H.0 0.60 g/liter
Nar reduserende lgsning ble tilsatt ble bufferlgsningen Reduserende Igsning
- . . Cysteine*HCI 6.25 g/liter
mgrk rosa. Dette indikerer at lgsningen inneholder 1N NaOH 40.00 ml/liter
oksygen. For & fjerne oksygenet ble lgsningen boblet med | Na:S*9H:0 6.25 g/liter

CO»-gass til fargen gikk fra mark rosa til helt blank.
Hele denne prosessen tok 10-15 minutter. Figur 7. Komposisjonen og mengdeforholdet for
Bufferlgsningen ble holdt i vannbad pa 39°C frem til den gtejf?elzlrlirislr?lsr?g;:r?etﬂegsaos?ptrltl)gﬁlzgir;su;gtjeﬂr;et
skulle benyttes.

Det ble gjennomfart to runder med 42 glassflasker per runde. Ngyaktig 1 gram prgve ble veid

ut i hver flaske. Det ble valgt ut 12 forpragver fra de 32 testet i Daisy''. Alle forpravene ble

testet med triplikater i tillegg til at det var 3 blanke flasker. Det vil si at totalt antall

glassflasker var 84. Flaskene ble forvarmet til 39°C for 66 ml bufferlgsning ble tilsatt. Etter
fylling av bufferlgsning ble det fylt CO,-gass over lgsningen i 5 sekunder far de ble stengt

med sensorlokk som maler trykket inne i glassbeholderen (psi). Deretter ble glassene med
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prave og bufferlgsning plassert i inkubasjonskammer (varmeskap med veltebrett for
omrgring) for ekvilibrering i 20-30 minutter mens vomsaft ble hentet. Vomsaft ble hentet pa
samme mate som beskrevet under kapittel 3.1.1. 20 ml vomsaft ble deretter tilsatt hvert glass,
etterfulgt av CO> gass i 5 sekunder. Glassene ble deretter satt tilbake i varmeskapene for

inkubasjon i 72 timer.

Under inkubasjonstiden ble gass produsert automatisk registrert hvert 10. minutt. Etter
inkubasjonstiden ble glassene tamt i hver sin nylonpose med 38 pm rutenett. Dette ble gjort
for & kunne analysere restene for nedbrytningsgraden av tgrrstoff. Nylonposene ble stengt
med gummistrikk og vasket pa samme vaskeprogram som Daisy''-posene. Etter vask ble
posene tarket pa 45°C i 48 timer. Posevekt, varmvekt og 24 timers ekvilibriert vekt ble
registrert.

3.1.3 In sacco

In sacco ble utfert av stoffskifteavdelingen ved SHF. Metoden ble gjennomfart etter NorFor
protokoll (Akerlind et al., 2011) modifisert etter Madsen et al. (1995). Det ble benyttet ikke-
lakterende kyr av rasen NRF. Dyrene ble foret etter appetitt med en diet bestaende av surfér,
halm og kraftfor. Surfor/nalm:kraftfor forholdet skal vaere 67:33. Nar det gjelder
rarproteininnholdet i dietten ber det vaere over 120 g/kg TS, i tillegg til at kraftféret minimum
skal inneholde tre forskjellige proteinkilder. For ble tildelt morgen og kveld, og alle kyrne

hadde vart gjennom minst 14 dagers tilvenningsperiode.

Prgvematerialet ble frysetgrket og malt pa 1.5 mm sold. Det ble veid inn 2 g prevemateriale
per in sacco pose med 38 um rutenett. For selve inkubasjonen ble fglgende
inkubasjonsintervaller benyttet: 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48 og 96 timer, i tillegg til at INDF ble
bestemt ved 288 timers inkubasjon. Poser inkubert 2, 4 og 8 timer ble lagt inn 15-30 minutter

etter morgenforingen.

Poser som ble tatt ut fra vomma (inkludert O timer) ble umiddelbart renset i kaldt springvann
uten noen form for pressing eller mekanisk vask. Deretter ble posene vasket i en kommersiell
vaskemaskin pa ullprogram, uten sentrifugering og i springkaldt vann. Etter vasking ble

posene tarket ved 45°C i 48 timer, for sa a bli veid direkte etter inkubasjon i tarkeskap, og 24

timer ekvilibrert i romtemperatur for sa a bli analysert for TS, NDF, aske og CHNS.

3.1.4 In vivo fordayelighetsforsgk

In vivo ble gjennomfart av stoffskifteavdelingen ved SHF. In vivo fordgyelighet ble malt ved

bruk av sau som modelldyr. Sauer brukt i forsgket var kastrat av rasen Norsk Kvit sau (NKS).
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Sauene ble veid ved starten av forsgksperioden (dag 11) og ved slutten av forsgket. Selve

veiingen ble utfgrt av SHF.

Prinsippet med forsgket er & male gjedsel- og urinmengde i en periode pa 10 dager. For a
utjevne variasjon ble det benyttet tre sauer per for. Til sammen ble det benyttet 15 sauer.
Sauene ble plassert i hver sin metabolismeboks som er konstruer for a skille gjadsel og urin
fra hverandre. Selve forsgket varer i 21 dager, hvor de fgrste 11 dagene er tilvenningsperiode
av foret de skulle teste. | tilvenningsperioden gjgres det ingen registreringer.

Under forsgksperioden skal gjgdsel, urin og forrester samles og veies for hver dag. Oversikt
over forsgksstruktur vises i Tabell 1. Gjgdsel og urin fylles i tette spann og dypfryses til
forsgkets slutt hvor det veies pa nytt for sa a blandes og gjedselen kvernes i en kompostkvern,

far en representativ prgve tas ut.

Tabell 1. Oversikt over forsgksstruktur

Forberedelsestid 11 dager
Forsgkstid med gjgdsel, urin og forrest. oppsamling 10 dager
I alt 21 dager

Ved oppsamlingen av urin ble daglig urinmengde veid, hvorav 10 % av den daglige
urinoppsamlingen ble tatt ut og tatt vare pa til forsgksperiodens slutt. For a beholde en pH

lavere enn 4, ble det tilsatt svovelsyre (10 %).

Sauene fores to ganger daglig, halve rasjonen pa morgenen (kl. 07:30) og resten pa
ettermiddagen (kl. 15:00). Hver morgen gis det i tillegg 10 g salt og 35 g mineralnaring.
Vann etterfylles i vannkar ved behov. Innsamling av prgvemateriell som gjadsel, urin og

forrester ble samlet inn hver morgen.

Dagsrasjonene av formidlene ble veid opp for hele forsgket under tilvenningsperioden og
holdt fryst fremt til noen dager far de ble benyttet. Sauene skal fores etter appetitt, det ble
dermed gitt mellom 1000 — 1200 g/TS per dag. Daglig mengde av for ble tilpasset under
tilvenningsfasen for & unnga mye forrester, da dette gker kostnadene og reduserer

ngyaktigheten i forsgket.
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3.2.0 Kjemisk analyse

Restene etter inkubasjon og prgvene som ble frysetarket ble analysert for TS, aske, NDF og
CHNS («Carbon», Hydrogen, Nitrogen og Svovel analyse). NDF-, aske og TS analysene ble
gjort med materiale som var malt med 1 mm sold, mens for CHNS ble materialet malt i en
kulemglle for a sgrge for at det var fint nok for analyse.

Alle forpravene i forbindelse med Daisy'", iGP og in sacco ble analysert for NDF, aske og

CHNS. For in vivo forsgket ble det analysert for NDF, aske, raprotein og rafett.

For Daisy' ble en av de tre replikatene sendt direkte til NDF og askeanalyse, mens de andre to
posene ble tamt og malt i en kulemglle med 30 i frekvens i 60 sekunder. Restene fra
kulemgllen ble sendt til CHNS analyse.

For iGP ble de seks replikatene blandet med en kaffekvern for homogenisering samtidig som
forpartiklene ikke skulle bli for fint malt. Restene ble sendt til NDF-, aske- og CHNS analyse.
NDF analysene matte bli tatt med prgver som var malt pa maks 1 mm, finere malegrad enn

dette kan fare til tap av partikler.

Alle analyser i forbindelse med forsgket ble gjort av LabTek. LabTek er et laboratorie som
har tilhgrighet ved NMBU.

NDF-analysen ble gjort ved aNDFom, som vil si at NDF ble fremstilt ved bruk av a-amylase
som bryter ned stivelsen i forpraven sammen med en ngytral sapeblanding, dette farer til at
celleinnholdet lgses opp, mens celleveggfraksjonen forblir ulgst. Praven ble askekorrigert ved
at preven ble forasket ved 550 °C (Berg, 2018b).

CHNS ble analysert for a finne den totale mengden av karbon, hydrogen, nitrogen og svovel i
forpravene. Analysen gar ut pa forbrenning av forprgven i et oksygenrikt miljg. Temperaturen
i forbrenningsreret er 1150 °C. De ulike komponentene blir overfart til tre ulike kolonner
hvor de detekteres av en varmetradesdetektor (TDC) (Berg, 2018c). Tarrstoff ble analysert
ved at forpravene ble tarket ved 103°C + 2°C til konstant vekt (Berg, 2018a).

3.3.0 Beregninger og Statistisk analyse

Dataprogrammer benyttet for beregninger var SAS 9.4. (Statistical Analysis Software Institute
Inc., Cary, NC, USA) og Excel (versjon 16001.13127.20638.0) Microsoft Corporation.

3.3.1 Daisy"
Tarrstofftap (IVTD) ble beregnet i samsvar med ANKOM-Technology (2017) (Formel 2):
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O VT Dy, = ~20(Ws—WaxC1))<100 o

Wy*DM

Hvor W1y er pose vekt; W- er forprgvens vekt far inkubasjon; W3 er posens vekt etter
inkubasjon inkludert praverestene; Ci er blankkorreksjonen beregnet ved blank vekt etter

inkubasjon delt pa posens taravekt. Dette ble beregnet for hver enkel pose.

Tap av NDF ble beregnet i henhold til Akerlind et al. (2011) ved bruk av Formel 3:

NDF—NDF; [3]

NDFD, = ~——

Hvor NDFD: er NDF nedbrut ved tidspunkt t, g/g; NDF: er den gjenveaerende mengden NDF
ved tidspunkt t; NDF er mengden NDF i pravematerialet som blir benyttet ved inkubasjon.

3.3.2iGP

iGP systemet registrerte gasstrykk inne i beholderen i psi, og for & kunne benytte disse
verdiene i beregningene ma de omgjgres til ml/g. Dette ble gjort i henhold til ANKOM-
Technology (2018) ved a benytte Avogardo’s lov om «ideal» gass i Formel 4:

[4]

N=p* v

R*T
Hvor N er gass produsert i molar (mol); p er trykket i kilopascal (kPa); V er volum i
glassflaske i liter (1); T er temperaturen i kelvin (K); og R er gasskonstanten (8.314472
L-kPa+Kt+mol?).

Omgjgring fra psi til kPa ble gjort ved & multiplisere psi verdien med korreksjonsfaktoren, 1
psi = 6.894757293 kilopascal. Volumet ble beregnet ved & ta volumet til flasken subtrahert
med volumet til prgveinnholdet + bufferlgsnings okkupasjonsmengde i flasken, som i dette
tilfellet var 0.31 — 0.1 = 0.21. For blankprgvene ble det beregnet en gjennomsnittsverdi og
korrigert for hver flaske. Ved bruk av Avogardo’s lov vil 1 mol okkuperer 22.4 | ved 273.15
°K 0g 101.325 kPa. Dermed kan gass malt i mol beregnes som gass malt i milliliter (ml) etter

Formel 5:

Gass produsert (mL) =n * 22.4 * 1000 [5]
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Hvor n er gass produsert i molar (ANKOM-Technology, 2018).

Estimering av gassproduksjonskurvene ble gjort i henhold til Groot et al. (1996) sin
enkeltfase-modell, Formel 6 ved bruk av NLIN funksjonen i SAS (9.4):

G =2 [6]
B;!
1+E

Hvor G er mengden gass produsert per gram TS ved tidspunkt t etter inkubasjon; A er gass
produsert i mL per gram tarrstoff; B er tidspunktet etter inkubasjon hvor halvparten av
gassproduksjonen har funnet sted; C er en konstant som bestemmer kurvens form; t er

inkubasjonstiden i timer.

Tiden fra inkubasjonens start til det tidspunktet hvor nedbrytningsraten var den hgyeste (trm)
ble beregnet med Formel 7 (Groot et al., 1996):

tay = B * (C — 1)% [7]

Den fraksjonelle nedbrytingsraten ble beregnet ved Formel 8 i henhold til Groot et al. (1996):

_ gt [8]

© BC+tC

Hvor R er den fraksjonelle nedbrytningsraten; C er en konstant som bestemmer kurvens form;
t er inkubasjonstiden i timer; B er tidspunktet etter inkubasjonen hvor halvparten av

gassproduksjonen har funnet sted.

3.3.3 In sacco
Beregninger av TS- og NDF tap ble gjort ved bruk av Formel 9:

TS —TS; [9]

TSD = 100

Hvor TSD er tarrstoff nedbrutt i %; TS er mengde prgve som ble tilsatt posen i gram; TS; er
mengde rester etter inkubasjon i gram ved tidspunkt t. Tap av NDF ble beregnet pa samme
mate ved & bytte ut mengde TS med NDF.

Nedbrytningsprofilen for hvert fér ble beregnet med Formel 10 i henhold til @rskov og
McDonald (1979) ved bruk av NLIN funksjonen i SAS (9.4):

PT=A+Bx*(1—e ¢ [10]
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Hvor PT er prosenttap ved inkubasjonstidspunkt t; A er den vannlgselige fraksjonen av
formiddelet; B er den potensielt nedbrytbare fraksjonen av formiddelet; C er
nedbrytningshastigheten til B.

Nedbrytningsgraden for hvert for ble beregnet med Formel 11 i henhold til @rskov og
McDonald (1979):

BxC [11]

NG =A
+C*k

Hvor NG er nedbrytningsgrad; A er den lgselige fraksjonen i férmiddelet; B er den potensielt
nedbrytbare fraksjonen i formiddelet; C er nedbrytningshastigheten for B; k er

passasjehastighet fra vom.

Den totale fraksjonen av lgselig og potensielt nedbrytbart materiale (D) beregnes ut fra &

addere A og B etter Formel 12:

D=A+B [12]

3.3.4 In vivo

In vivo fordgyelighet ble beregnet etter Formel 13:

, A-B [13]
Fordgyelighet = T

Hvor A er den gjennomsnittlige mengden naringsstoffer spist; B er gjennomsnittlig mengde

ufordgyde neaeringsstoffer skilt ut.

3.3.5 Statistisk analyse

For regresjonsanalyse ble funksjonen «proc reg» i SAS 9.4 benyttet, med en uavhengig og en
avhengig variabel i modellen. For korrelasjonsanalyse mellom de forskjellige parameterne ble
funksjonen «proc corr» i SAS 9.4 benyttet. Sammenligning av de ulike férpravene ble testet

med sammenligningsprosedyren Duncan’s med signifikant verdi p<0.05.
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4.0 Resultater

4.1.0 Kjemisk sammensetning i férvarer

Tabell 2 presenterer den kjemiske sammensetningen til samtlige 54 forpgver undersakt.
Forpaver undersgkt i den tidligere masteroppgaven ble spesifisert med EL-nr. under
opprinnelse. Det ble ikke gjennomfart noen form for statistisk analyse av forenes
sammensetning, men tall verdiene viser hgy variasjon i kjemisk sammensetning for de ulike
forene. Tarrstoffinnholdet varierte fra 17.9 % i surfor 92 til 86.1 % i halmfor 173. Mengde
NDF varierte fra 408 g/kg TS i surfér 115 til 789 g/kg TS i halmfor 174. Hayest
raproteininnhold for surforene var 230 g/kg TS i surfor 97, mens maissurfor 172 hadde 364
g/kg TS. Foret med laveste innhold av raprotein var halmféret 173 med 47 g/kg TS. For 172

var maissurfor, og var det eneste foret i dette eksperimentet som inneholdt stivelse.
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Tabell 2. Tarrstoffinnhold (TS) (g/kg) og kjemisk sammensetning (g/kg TS) for de 54 ulike rundballene

undersgkt og benyttet for Daisy", iGP, in sacco og in vivo fordgyelighetsforsgk.

For Opprinnelse TS Aske Rafett NDF$ Raprotein Organisk stoff
91 OBB-1 295 89 27 521 156 911
92 0OBB-2 179 108 46 485 189 892
94 EL-1 238 45 22 592 97 955
95 EL-2 248 78 37 545 181 922
96 EL-3 289 79 26 545 130 921
97 OBB-3 313 100 32 478 230 900
98 OBB-4 559 71 26 505 164 929
100 OBB-5 381 72 23 610 138 928
101 OBB-6 336 79 20 527 110 921
102 OBB-7 473 73 21 604 139 927
103 EL-4 520 66 20 529 99 934
104 OBB-8 604 51 24 617 137 949
105 OBB-9 389 61 18 574 112 939
106 EL-5 693 76 19 576 105 924
107 OBB-10 428 87 25 481 141 913
108 0OBB-11 309 89 26 536 101 911
109 OBB-12 449 75 24 587 145 925
110 OBB-13 363 73 25 621 125 927
111 EL-6 360 98 25 420 143 902
112 OBB-14 440 118 31 451 155 882
113 EL-7 303 80 34 539 168 920
114 EL-8 431 49 18 601 93 951
115 EL-9 414 144 31 408 165 856
117 0OBB-15 308 40 20 637 124 960
118 OBB-16 392 66 20 420 143 934
120 EL-10 245 104 35 490 165 896
121 EL-11 360 75 22 415 157 925
122 OBB-17 280 51 20 578 122 949
127 OBB-18 390 91 29 493 176 909
128 OBB-19 521 79 24 594 126 921
132 0OBB-20 341 81 29 482 193 919
133 EL-12 429 43 23 590 116 957
137 OBB-21 351 65 22 560 127 935
139 0OBB-22 261 73 30 573 127 927
141 OBB-23 384 65 17 635 96 935
142 EL-13 413 69 21 609 115 931
143 EL-14 684 55 12 644 84 945
144 EL-15 236 85 26 565 103 915
145 EL-16 219 77 34 546 181 923
146 EL-17 268 94 30 486 185 906
147 EL-18 297 94 27 543 142 906
148 OBB-24 230 49 23 595 139 951
149 OBB-25 221 47 25 635 122 953
150 OBB-26 278 63 23 483 99 937
151 OBB-27 421 66 17 541 145 934
152 EL-19 473 69 21 553 129 931
153 EL-20 265 67 21 569 95 933
154 EL-21 348 58 16 620 105 942
160 EL-22 552 69 24 515 101 931
1721 OBB-28 267 . . 784 364 .
1732 0OBB-29 861 83 9 779 a7 917
1743 OBB-30 818 53 14 789 103 947
175* OBB-31 797 61 11 779 155 939
176° OBB-32 804 53 13 778 192 947
Gjennomsnitt 402 74 24 567 136 926
Min 179 40 9 408 a7 856
Max 861 144 46 789 230 960
! mais-surfor
25 halm

6 Neutral detergent fiber
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Tabell 3 viser gjennomsnittsverdien for de 54 férpravene gruppert etter NDF innhold. De ble
gruppert innen Lav, Middels og Hgy innhold av NDF. Hvor Lav inneholdt >450 g/kg TS,
Middels inneholdt <450<550 g/kg TS og Hay inneholdt >550 g/kg TS.

Tarrstoffinnholdet i gruppen Middels var laves med 344 g/kg og hayest i gruppen Hgy med
447 g/kg. Gjennomsnittlig innhold av NDF var henholdsvis 416, 511 og 629 g/kg TS for
gruppene Lav, Middels og Hgy. Raproteininnholdet for Lav og Middels var det samme med
152 og 153 g/kg TS, mens det for gruppen Hay var noe lavere med 121 g/kg TS.

Tabell 3. Kjemisk innhold for de 54 forpravene gruppert etter innhold av NDF, der gruppe Lav inneholder >450 g NDF/kg
TS, gruppe Middels inneholder mellom 450 og 550 g NDF/kg TS og gruppe Hay inneholder over 550 g NDF/kg TS.
Gjennomsnittsverdier (g/kg TS) for de ulike neeringsstoffene + standardavviket.

TS g/kg Aske Réfett NDF2 Réprotein Org[gr]l;sk
(rIT:X) 382427 96+35 2415 41616 152+11 767+45
l\(/lr:(:jgil)s 344+107 85+15 29+7 511429 153+36 794+20
(an£) 447+196 62+13 2015 629475 121431 837+27
! Tarrstoff
2 Neutral detergent fiber
4.1.1 Daisy"

Fordgyelseskurven for TS og NDF er presentert i Figur 8 og 9. Fordgyeligheten av TS var
lavest for gruppen Hay og hayest for gruppen Lav.

Fordayelighetskurven for NDF viser at gruppen Lav skjarer kurven for Middels og Hay
mellom 12 og 24 timers. For enkeltfor var det hgyest nedbrytningsgrad av TS og NDF i for
112 med henholdsvis 76 og 68 %, mens det var lavest fordeyelighet i for 173 med 31 % for
TS og for 117 med 22 % for NDF.
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Figur 8. Fordgyelighetskurve (%) for tarrstoff (TS) ved 12, 24, 48 og 96 timers inkubasjon i Daisy'".
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Figur 9. Fordayelighetskurve (%) for NDF ved 12, 24, 48 og 96 timers inkubasjon i ANKOM Daisy inkubator.

Fordgyeligheten (%) var hgyere for TS enn for NDF fra starten av, mens fordayeligheten til
NDF hadde en gradvis gkning fra 12 timer til 96 timer inkubasjon. Samtidig var det lite som

skilte gruppen Lav med Middels.

4.1.2iGP

Gassproduksjonen malt ved bruk av ANKOM Gassproduksjons system er presentert i Figur

10 og sammenstilt i kategoriene Lav, Middels og Hgy innhold av NDF. Det ble gjort
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korreksjon for blankprgver da det ble observert fermentering. Det ble i tillegg til de 12 forene
som ble undersgkt selv, lagt til et datasett fra tidligere undersgkelse som inkluderer 22 for av
de totalt 54, dermed inngar totalt 34 forpever i datasettet for iGP.

Gassproduksjon ml/g TS

250

200

n 150
|_
>

€ 100

50

0

0 12 24 35 47 58 70

Timer inkubert

—| v Middels Hay

Figur 10. Gassproduksjon malt over 72 timer for gruppene Lav, Middels og Hay innhold av NDF.

For gruppene Middels og Hay var det relativ lik utvikling i gassproduksjon. Gruppen Hgy
endte opp med hgyere total gassproduksjon enn Middels. Etter 72 timer flatet kurvene ut for

alle tre grupper.

Figur 11a og 11b viser fraksjonell gjeringshastighet (r) og beregnede gassproduksjon (ml/g
TS) for de tre ulike NDF gruppene. Den fraksjonelle gjeeringshastigheten gker tidlig i
inkubasjonsfasen, og synker gradvis med antall timer. Gruppen Lav hadde hgyest fraksjonell
gjeeringshastighet og kortest intervall til tidspunktet hvor fermenteringen var pa sitt
maksimale (trm). Gruppen Hgy nadde trm far gruppen Middels, mens Middels nadde hgyere
fraksjonell gjeeringshastighet sammenlignet et med gruppen Hay. De beregnede
gassproduksjonskurvene (Figur 11b) gjengir formen til den malte gassproduksjonen vist i
Figur 10.
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Figur 11. (a) Fraksjonell gjeeringshastighet og (b) beregnet gassproduksjon Groot et al. (1996) for gruppene Lav, Middels og
Hgy innhold av NDF.

Tabell 4 sammenligner malt gassproduksjon og beregnet gassproduksjon etter Groot et al.
(1996). Det var signifikant forskjell (P<0.001) mellom de ulike grupperingene. For enkeltfér
er minimumsverdiene for den malte (=146.5 ml/g TS) og beregnede (=177.6 ml/g TS)
gassproduksjonen for for 117 og maksimumsverdiene for den malte (=259.9 ml/g TS) og
beregnede (= 272.0 ml/g TS) var for 160.
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Tabell 4. Sammenligning av malt-med beregnet 72 timers gassproduksjon for gruppene Lav, Medium og Hay
innhold av NDF + SD. Tarrstofftap i % for restene etter inkubasjon, samt pH i inkubasjonsvasken etter 72 timer.
Minimumsverdier og maksimumsverdier for de ulike férene undersgkt.

. Malt Beregnet Differanse
For migTS)  (miigTs)  (miigTs) | o @P (%) pH

Lav (n=4) 228.0£16.3*  239.5+18.02 115 78.6x7.7° 6.49+0.05%
Middel (n=16) 207.4+22.2°  218.5+24.7° 11.1 78.9+£3.4° 6.51+0.062
Hoy (n=14) 215.2+23.9%  237.1+23.42 21.9 73.246.1° 6.50+0.06%

Gjennomsnitt 213.0 228.6 - 76.5 6.51

Min 146.5 177.6 - 59.0 6.38

Maks 259.9 272.0 - 89.2 6.64

ab Verdier innen kolonnen er forskjellig hvis bokstav er forskjellig (P<0.05)

! Tarrstoff-tap

Resultatene for TS-tap i Tabell 4 viser hvor mye av TS som ble fermentert i lgpet av de 72

timene inkubert. Det var registrert hgyere TS-tap hos gruppen Lav sammenlignet med

gruppen Hgy, mens det mellom Lav og Middels var ingen signifikant forskjell (p<0.05).

Det ble malt pH av samtlige praver ved slutten av inkubasjonen. De forskijellige pH

malingene viser ingen signifikant forskjell (p<0.05) mellom de ulike gruppene med innhold

av NDF. Ingen av pH malingene var under 6.2.

4.1.3 In sacco

Nedbrytningskurven for TS og NDF er fremstilt i Figur 12 a og b. Gruppen Lav hadde hgyest

nedbrytningsgrad bade for TS og NDF, hvor 60 % av NDF’en var brutt ned etter 16 timer og

viser at fermenteringskapasiteten til forvarer med lavere innhold av NDF var hgyere, og

serlig mellom 12 og 24 timer. Etter 96 timers inkubasjon hadde mengden NDF mindre

betydning for den totale nedbrytningsgraden.
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Figur 12. Nedbryningskurver (%) for tarrstoff (TS) og «neutral detergent fiber» (NDF) ved bruk av in sacco metoden.

Det var i gjennomsnitt 12 % forskjell i nedbrytningsgraden av TS mellom gruppen Lav og
gruppen Hay mens det var 11 % forskjell mellom Lav og Hay for nedbrytningen av NDF. Fra
24 timers inkubasjon viser gruppen Hay en relativt hgyere nedbrytningsgrad i forhold til

gruppen Lav for nedbrytningskurven til NDF.
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4.1.4 In vivo
In vivo apparent fordgyelighet av TS, aske, NDF, raprotein (CP), rafett og organisk stoff er
fremstilt i Tabell 5.

Tabell 5. Apparent fordgyelighet av TS, aske, NDF, raprotein (CP), rafett og organisk stoff
ved bruk av in vivo fordgyelighetsforsgk.

Lav (n=4) Middel (n=21) Hgy (n=29)

TS! 76+5.62 72+4.8% 66+9.5°

Aske 53+11.72 55+9.28 48+24.7°

NDF? 81+6.0° 79+4.28 73+9.5°

cp? 80+3.92 77+5.9% 71+14.4°

Rafett 58+11.22 53+12.8? 47+24.9°
Org.stoff 80+4.42 75+4.0% 69+9.5°

ab Verdier innen rad er forskjellig hvis bokstav er forskjellig (P<0.05)

! Tarrstoff
2 Neutral detergent fiber
3 Crude protein = Raprotein

Fordayelighet av TS og organisk stoff var signifikant forskjellige (p<0.05) mellom de ulike
gruppene med forskjellig NDF-innhold. Gruppen Lav har hgyest fordgyelighet av NDF med
81 %, mens Middels og Hay hadde henholdsvis 79 og 73 % nedbrytningsgrad. Ved gkt

innhold av NDF reduseres raproteinfordgyelsen fra 80 % til 71 % mellom Lav og Hay.

4.2.0 Sammenligning mellom metodene

Dette kapitelet handler om hvor godt de fire forskjellige metodene korrelerte med hverandre.
Ut fra samspill mellom de ulike metodene ble det vist til et utvalg av korrelasjoner mellom de
forskjellige fordeyelighetsparameterne presentert i tabeller. Interessante korrelasjoner ble
presentert i spredningsplott. De ulike resultatene var med pa a skape et bilde av hvor godt
egnet de forskjellige metodene var for & undersgke fordayeligheten hos dravtyggere. Alle
resultater i dette kapitelet ekskluderer for 172 — 176 da disse skiller seg ut fra de andre

surforene, og ville gitt feilaktig resultater.

4.2.1 Daisy" - iGP

Korrelasjoner (r) og p-verdier mellom metodene Daisy" og iGP er vist i Tabell 6, og viser
hvordan TS- og NDF fordgyelighet etter 12, 24, 48 og 96 timer inkubasjon i Daisy'" korrelerer
med konstantene A og B beregnet for iGP pa bakgrunn av Groot et al. (1996) for 48 og 72
timer inkubasjon. Konstanten A representerer den beregnede gassproduksjonen og konstant B
representerer tiden etter starttidspunktet for inkubasjonen til halvparten av gassproduksjonen
hadde funnet sted.
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Tabell 6. Korrelasjon (r) og p-verdi for iGP og Daisy"

Tarrstoff og NDF

GASA16 GASA24 GASA48 GASAT2 GASB72 GASB48
0.63125

592 43947 1614 -0. 2 -0.6147

DaisyDM12 0.5923 0.439 0.16145 0.6865 0.61479

(<.0001) (0.0002)  (0.0093)  (0.1579) (<.0001) (<.0001)

. 0.67757 0.64622 0.49093 0.16647 -0.70887 -0.6286
DaisyDM24

(<.0001) (<.0001) (0.0032)  (0.1426) (<.0001) (<.0001)

. 0.72328 0.69405 0.55359 0.22525 -0.75374 -0.68089
DaisyDM48

(<.0001) (<.0001)  (0.0007)  (0.0459) (<.0001) (<.0001)

. 0.65121 0.62474 0.45764 0.11743 -0.73986 -0.6763
DaisyDM96

(<.0001) (<.0001)  (0.0065)  (0.3027) (<.0001) (<.0001)

DaisyNDF12 0.28062 0.28492 0.2525 0.09721 -0.21787 -0.1912

y (0.1079) (0.1024)  (0.1497)  (0.4760) (0.1067) (0.2502)

. 0.42845 0.42987 0.33271 0.16253 -0.30072 -0.35732
DaisyNDF24

(0.0115) (0.0112)  (0.0545)  (0.2314) (0.0243) (0.0276)

. 0.73014 0.72403 0.62876 0.34049 -0.64672 -0.66444
DaisyNDF48

(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.0102) (<.0001) (<.0001)

. 0.49351 0.49141 0.31858 0.02795 -0.71263 -0.67791
DaisyNDF96

(0.003) (0.0032)  (0.0663)  (0.8380) (<.0001) (<.0001)

GASA = Beregnet total gassproduksjon (ml/g TS), GASB = Tidspunkt hvor halvparten av gassen var produsert, DaisyDM

= Nedbrytningsgraden av TS for Daisy", DaisyNDF = Nedbrytningsgraden av NDF for Daisy"

Bade for DaisyDM og DaisyNDF hadde relativt lav korrelasjon med den beregnede

gassproduksjonen (GASA) for 72 timer, men for 16 og 24 timer inkubasjon var den hgyere.

Ved 48 timer inkubert i Daisy" var det hgyest korrelasjon for bade TS og NDF med GASA16
(r=0.72 0g 0.73) Det ble observert hgy negativ korrelasjon mellom GASB og Daisy' etter 48

0g 96 timer. GASB og DaisyDM96 korrelerte med -0.74, og GASB og DaisyNDF96
korrelerte med -0.71. Det linegre forholdet mellom GASA16 og DaisyDM48 er vist i Figur

13 og mellom GASA16 og DaisyNDF48 i Figur 14.
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Figur 13. Spredingsplott av TS fordayelighet etter 48 timer i Daisy" (DaisyDM48) og beregnede A verdier for

gassproduksjon etter 16 timer (GASA16). O/ = lavt innhold av NDF, ©/2 = middels innhold av NDF, /3 = Hoyt innhold av
NDF.
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Figur 14. Spredingsplott av NDF fordayelighet etter 48 timer i Daisy" (DaisyNDF48) og beregnede A verdier for

gassproduksjon etter 16 timer (GASA16). O/1 = lavt innhold av NDF, 0/2 = middels innhold av NDF, /3 = Hoyt innhold av
NDF.
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4.2.2 Daisy" - In sacco

Korrelasjoner (r) og p-verdier mellom Daisy' og in sacco er vist i Tabell 6 og tar for seg alle
nedbrytningsparametere for Daisy' samt et utvalgt av in sacco nedbrytningsparametere.
Tabellen tar ikke med lgselig NDF (ANDF) og totalt fordeyelig NDF (DNDF) da lgselig NDF
var antatt a veere 0, og at DNDF da blir det samme som BNDF. Det var en generell sterk

sammenheng mellom Daisy" og in sacco.

Tabell 7. Korrelasjon (r) og p-verdi mellom in sacco og Daisy" parameter for TS og NDF.

TS
ADM BDM DDM DM48 DigDM8
DaisyDM12 0.90353 -0.2867 0.7732 0.79857 0.8965
(<.0001) (0.0458) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyDM24 0.84774 -0.20727 0.77455 0.79762 0.86434
(<.0001) (0.153) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyDMA48 0.84272 -0.12833 0.83176 0.84864 0.90442
(<.0001) (0.3795) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyDM96 0.81478 -0.08847 0.83249 0.83698 0.85796
(<.0001) (0.5455) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
NDF
BNDF NDF48 NDF96 DigNDF3
DaisyDM12 0.62929 0.67043 0.64007 0.71624
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyDM24 0.63562 0.69346 0.6525 0.73071
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyDM48 0.70966 0.75271 0.72871 0.79499
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DsisyDM6 0.70587 0.76778 0.72266 0.78715
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyNDF12 0.12357 0.1152 0.12715 0.07862
(0.3976) (0.4306) (0.384) (0.5913)
DaisyNDF24 0.26187 0.34306 0.31775 0.34658
(0.0691) (0.0158) (0.0261) (0.0147)
DaisyNDF48 0.70098 0.72789 0.71961 0.73554
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)
DaisyNDF96 0.63924 0.73384 0.6821 0.71803
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (<.0001)

ADM = Lgselig tarrstoff, BDM = Potensielt nedbrytbart tgrrstoff, CDM = Nedbrytningshastighet for BDM, DDM = ADM +
BDM, DigDM8 = Beregnet nedbrytningsgrad for terrstoff med en passasjehastighet pa 8 %/t, BNDF = Potensielt nedbrytbart
NDF, DigNDF3 = Beregnet nedbrytningsgrad for NDF med en passasjehastighet pa 3%/t, NDF48 = Nedbrytningsgraden av
NDF etter 48 timer inkubert med in sacco, Daisy inkubasjon for tarrstoff (DM) og NDF for de forskjellige tidsintervallene
12, 24, 48 og 96 timer

Det var en sterk sammenheng mellom samtlige Daisy'-parameterne for TS og DigDM8, med
hayest korrelasjon for DaisyDM48 (r = 0.90). Den lineere sammenhengen mellom
DaisyDM48 og DigDMB8 er fremstilt i Figur 15. Det var relativt sterk korrelasjon mellom
DDM og DaisyDM48 (r = 0.83). Sammenligning av NDF parameterne viser en gradvis
gkning i korrelasjon mellom DaisyNDF48 og DigNDF3 etter hvert som inkubasjonstiden gker
(r = 0.74). For nedbrytning av NDF var korrelasjonen med DigNDF3 mellom DaisyDM96
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sterkere enn DaisyNDF96 (0.77 mot 0.73). Spredningsplott mellom DaisyDM96 og DigNDF3
er vist i Figur 16. Det var relativt lik korrelasjon mellom NDF48 og Daisy'' parameterne. Lav
korrelasjon mellom nedbrytningsgraden av nitrogen for Daiys' og in sacco ble observert, og
ble dermed ikke inkludert i tabellen.
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Figur 15. Spredningsplott av nedbrytningsgraden av TS for 48 timers inkubasjon i Daisy" (DaisyDM48) og beregnet
nedbrytningsgrad for TS i vom med 8 % passasje per time fra in sacoo (DigDM8). 0/1 = lavt innhold av NDF, o/2 = middels
innhold av NDF, /3 = Hgyt innhold av NDF.
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Figur 16. Spredningsplott av nedbrytningsgraden av TS (DM) for 48 timers inkubasjon i Daisy" (DaisyDM48) og beregnet

nedbrytningsgrad av NDF i vom med 3 % passasje per time fra in sacoo (DigNDF3). ¢/1 = lavt innhold av NDF, 0/2 =

middels innhold av NDF, /3 = Hoyt innhold av NDF.
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4.2.31GP - in sacco

Korrelasjonen (r) og p-verdier mellom iGP og in sacco er vist i Tabell 8. Antall observasjoner

for GASB48 gjelder kun 22 av de 54 forene undersgkt og var fra tidligere undersgkelser (EL).

Tabell 8. Korrelasjon (r) og p-verdi mellom in vitro gassproduksjon (iGP) og in sacco.
Tarrstoff og NDF

GASA16 GASA24 GASA48 GASAT72 GASB48 GASB72
ovg 077745 075386 -0.1605 028253 -0.77354 -0.85341
(<.0001) (<.0001) (0.4871) (0.1055) (<.0001) (<.0001)
o 069696 06693 -0.20784  0.14432  -0.79662  -0.84037
(<.0001) (<.0001) (0.366)  (0.4155) (<.0001) (<.0001)
v 069791 067821 017731 0.16173  -0.78158 -0.85453
(<.0001) (<.0001) (0.4419) (0.3608) (<.0001) (<.0001)
opog 073513 073208 -0.1787 025738 -0.81747 -0.85104
(<.0001) (<.0001) (0.4383) (0.1417) (<.0001) (<.0001)
coy 076025 072639 -0.1425 036933 -0.66194 -0.72017
(<.0001) (<.0001) (0.5378) (0.0316) (0.0011)  (<.0001)
ooy 068661 067418 -0.1752 017358 -0.80321 -0.82471
(<.0001) (<.0001) (0.4475) (0.3262) (<.0001) (<.0001)
Digpvs 06904 065099 017470 012547  -0.74334 083148
(<.0001) (<.0001) (0.4486) (0.4796) (0.0001)  (<.0001)
\Dpq 070961 069831 018386 022324 076832 -0.80161
(<.0001) (<.0001) (0.4250) (0.2044)  (<.0001) (<.0001)
\Dr4g 008940 068717 016476 021317 -0.75708 -0.81598
(<.0001) (<.0001) (0.4754) (0.2261) (<.0001) (<.0001)
\Drog 072659 073024 015006 0.31407 -0.76608 -0.79936
(<.0001) (<.0001) (0.5136) (0.0705) (<.0001) (<.0001)
anpe 073088 073602 014643 032079  -0.74076  -0.77022
(<.0001) (<.0001) (0.5265) (0.0568) (0.0001) (<.0001)
Dignprs 072408 071784 015826 025161  -0.76626 -0.81467
(<.0001) (<.0001) (0.4932) (0.1512) (<.0001) (<.0001)

DM og NDF(16, 24, 48 & 96) = Malt in sacco nedbrytning, CDM = Nedbrytningshastigheten til TS, DDM =
Totalt fordeyd (lgselig og potensielt) TS, DigDM8 = Beregnet nedbrytningsgrad for TS i in sacco med en
passasjehastighet med 8 %/t, NDF48 = NDF nedbrutt etter 48 timer inkubert in sacco, BNDF = Potensielt
nedbrytbart NDF, DigNDF3 = Beregnet nedbrytningsgrad for NDF in sacco med en passasjehastighet med 3

%It, GASA = Beregnet gassproduksjon for ANKOM GP, GASB = Tidspunkt hvor halvparten av
gassproduksjonen hadde funnet sted.

Tabellen viser en relativt svak korrelasjon mellom beregnet gassproduksjon for 72 timer

(GASAT2) og in sacco parameterne, men en sterkere korrelasjon mellom 16, 24 og 48 timers

gassproduksjon. Nedbrytningsgraden av TS for in sacco hadde hgyest korrelasjon for 16
timers gassproduksjon. Nedbrytningsgraden av NDF for in sacco hadde hgy korrelasjon, og

var relativt lik mellom 16 og 24 timers gassproduksjon. Det var ogsa en sterk sammenheng

mellom de gvrige in sacco parameterne mot GASB (<.0001). Nedbrytningshastigheten til TS

(CDM) ble beregnet, og viste seg a ha hgy korrelasjon med GASA16 (r = 0.76)
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Figur 17 viser spredningsplott av den lineeere sammenhengen mellom DM16 og GAS16, og

Figur 18 viser spredningsplott av den linesere sammenhengen mellom NDF96 og GASA24.
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Figur 17. Spredningsplott mellom malt nedbrytningsgrad av TS for 16 timers in sacco (DM16) og beregnet A verdi for in
vitro gass produksjon etter 16 timer (GASA16). /1 = lavt innhold av NDF, 0/2 = middels innhold av NDF, /3 = Hoyt
innhold av NDF.
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Figur 18. Spredningsplott mellom malt nedbrytningsgraden for NDF 96 timers in sacco (NDF96) med beregnet A verdi for
24 timer iGP (GASA24). 0/1 = lavt innhold av NDF, /2 = middels innhold av NDF, /3 = Hoyt innhold av NDF.
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4.2.4 In vivo - Daisy"

Korrelasjon (r) og p-verdier mellom in vivo fordgyelighetsforsgk og Daisy'" er vist i Tabell 9.
Det ble registrert middels korrelasjon for TS- og NDF fordgyelighet mellom de to metodene.
For nedbrytningsgraden av nitrogen ble det registret lav korrelasjon og den er dermed ikke
inkludert i tabellen.

Tabell 9. Korrelasjon (r) og p-verdier mellom in vivo fordgyelighetsforsgk og
Daisy" inkubasjon.

Invivo TS In vivo NDF In vivo org. Invivo N
. 0.60773 0.5515 0.62291 0.33605
DaisyDM12
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.0182)
. 0.62274 0.57092 0.64523 0.35908
DaisyDM24
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.0113)
. 0.61931 0.58772 0.63907 0.35455
DaisyDM48
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.0124)
. 0.6695 0.64946 0.69229 0.42747
DaisyDM96
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.0022)
. 0.14967 0.08143 0.10317 0.09531
DaisyNDF12
(0.3047) (0.5781) (0.4805) (0.5148)
. 0.28291 0.29641 0.28935 0.21858
DaisyNDF24
(0.0489) (0.0386) (0.0437) (0.1313)
. 0.47976 0.50797 0.48725 0.32991
DaisyNDF48
(0.0005) (0.0002) (0.0004) (0.0206)
. 0.55865 0.62312 0.59681 0.43106
DaisyNDF96
(<.0001) (<.0001) (<.0001) (0.002)

Daisy" fordgyelighet (12, 24, 48 og 96 timer) for tarrstoff (DM) og NDF, og In vivo
fordayelighet for tarrstoff (TS), NDF og organisk stoff (org.)

In vivo fordgyelighet av TS og organisk stoff hadde en middels korrelasjon med
nedbrytningsgraden av TS for alle Daisy''-tidsintervaller, men er hgyest for 96 timers
inkubasjon (r=0.67 og r=0.69). NDF nedbrytning for Daisy" og in vivo fordgyelighet hadde en
korrelasjon pa 0.62.

Figur 19 viser et spredningsplott mellom nedbrytningsgraden av TS inkubert 96 timer i
Daisy'' (DaisyDM96) og in vivo fordgyelighet av organisk stoff (in_vivo_org). Det var relativt
lav R? mellom disse to parameterne (0.48). Enkelte uteliggere ligger utenfor 95 %

prediksjonslinjene.
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Figur 19. Spredningsplott mellom nedbrytningsgraden av TS inkubert 96 timer i Daisy' (DaisyDM96) og in vivo

fordayelighet for organisk stoff (in_vivo_org). 0/1 = lavt innhold av NDF, 0/2 = middels innhold av NDF, e/3 = Hoyt

innhold av NDF.

4.25 Invivo - IGP

Korrelasjon (r) og p-verdier mellom in vivo fordgyelighetsforsgk og iGP er vist i Tabell 10.

Korrelasjonen mellom in vivo fordgyelighetsforsgk og iGP var lavere enn Daisy" og in sacco.

Korrelasjon mellom den beregnede gassproduksjonen (GASA) og in vivo parameterne var

relativt lav (<0.5). Det var desto hgyere korrelasjon (-0.54 - -0.69) mellom punktet hvor

halvparten av gassproduksjonen hadde funnet sted (GASB) og in vivo parameterne.

Tabell 10. Korrelasjoner (r) og p-verdier mellom in vivo fordgyelighet og in vitro
gassproduksjon.

Invivo TS Invivo NDF  Invivo N In vivo org

CASAID (06-4050%99% (06.40508623 (00..069100488) (06.409052091)
CASAZ ?6-4510187963 ?6.4060355; (322?2) (81334113)
=8 B R B
GASATZ (T wes)  Oomd) (070
o pwE e oo
GASBT2 (it (oooom (0005  (0.0002)

In vivo fordgyelighet for TS, NDF, nitrogen (N) og organisk stoff (org), GASA =
beregnet gassproduksjon, GASB = tid fra start av inkubasjon til halvparten av
gassproduksjonen er produsert, GASC = Konstant som bestemmer kurvens
karakteristika.
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4.2.6 In vivo - In sacco

Korrelasjoner (r) og p-verdier mellom in vivo og in sacco er vist i Tabell 11.

Fordgyelighetparametere for TS, NDF, nitrogen (N) og andel organisk stoff(org). For de ulike

naeringsstoffene TS, NDF og nitrogen var det hgyest korrelasjon mellom DDM og in vivo

DM, NDF og organiskstoff (r = 0.69, r = 0.72, r = 0.71). For NDF var det hgyest korrelasjon

for mellom BNDF og in vivo NDF (r=0.74), men ogsa NDF48 korrelerer godt (r=0.72).

Tabell 11. Korrelasjoner (r) og p-verdier mellom in vivo fordgyelighet og fordgyelighets

parametere for in sacco.

Invivo TS In vivo NDF In vivo org Invivo N

0.60628 0.61576 0.63894  0.30935

DM24 (<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0305)
o 0.6392 0.67391 0.67471 0.3111
(<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0296)

0.60814 0.64349 062912 022012

DM9%6 (<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.1286)
0.68824 0.72285 0.71481  0.30981

DDM (<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0303)
bigovg 055962 0.55041 059455  0.26839
(<.0001) (<.0001)  (<.0001)  (0.0622)

\Dros 0.59863 0.62972 0.62006 0.3297
(<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0207)

- 0.65223 0.72273 0.68117 0.3278
(<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0215)

0.60443 0.66945 0.6192 0.2207

NDF96 < ooo1) (<0001)  (<.0001)  (0.1275)
0.64966 0.73626 0.68196  0.24815

BNDF < 0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0856)
bignors 098849 0.62735 0.60737 0.2920
(<.0001) (<0001)  (<.0001)  (0.0418)

o1 0.46912 0.50355 049172  0.47255
(0.0007) (0.0002)  (0.0003)  (0.0006)

s 0.51126 0.49962 050812  0.44024
(0.0002) (0.0003)  (0.0003)  (0.0020)

- 0.19394 0.32901 0.2342 0.14853
(0.4406) (0.1825)  (0.3496)  (0.5564)

DigNg 0.33923 0.37215 0.34991  0.40905
(0.0171) (0.0085)  (0.0137)  (0.0035)

DM = Nedbrutt terrstoff for 24, 48 og 96 timer, DDM = Beregnet nedbrytningsgrad av

lgselig- og potensielt nedbrytbart tarrstoff, DigDM8 = Beregnet nedbrytningsgrad av

tarrstoff in sacco i vom med 8 % passasjehastighet, NDF Nedbrutt NDF for 24, 48 og

96 timer inkubasjon in sacco, BNDF = Beregnet nedbrytningsgrad av potensielt
fordayelig NDF, DigNDF3= Beregnet nedbrytningsgrad av NDF in sacco med 3 %
passasjehastighet fra vom, N = Nedbrutt nitrogen for 24, 48 og 96 timer inkubasjon,

DigN8 = Beregnet nedbrytningsgrad av nitrogen in sacco i vom med 8 %

passasjehastighet.
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Figur 20 viser spredningspott mellom DDM og in vivo apparent fordgyelighet for organisk
stoff (in_vivo_org) og figur 21 viser spredningsplott mellom nedbrytningsgraden av NDF for
48 timer in sacco (NDF48) og in vivo apparent fordeyelighet av NDF (in_vivo_NDF).
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Figur 20. Spredningsplott av den beregnede nedbrytningsgraden av lgselig- og potensielt nedbrytbart tgrrstoff in sacco
(DDM) og in vivo apparent fordagyelighet for organisk stoff (in_vivo_org). 0/1 = lavt innhold av NDF, 0/2 = middels innhold
av NDF, /3 = Hoyt innhold av NDF.
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Figur 21. Spredningsplott av den beregnede nedbrytningsgraden potensielt nedbrytbart NDF in sacco (DDM) og in vivo
apparent fordgyelighet av NDF (in_vivo_NDF). ¢/1 = lavt innhold av NDF, ©/2 = middels innhold av NDF, /3 = Hoyt
innhold av NDF.
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4.2.7 Prediksjon av in sacco og in vivo parametere

Dette kapitelet viser utforming av formler for a kunne predikere fordgyeligheten av in sacco

og in vivo fordgyelighet med in vitro metodene.

Nedbrytningsgraden av TS og NDF for in sacco korrelerte signifikant (P<0.05) med
DaisyDM48, GASA16 og mengde iNDF i forvaren, det samme gjorde ogsa iNDF, GASA16,

DaisyDM96 og DDM for in vivo apparent fordgyelighet av TS og organisk stoff. Tabell 12

viser prediksjonsligninger for de ulike nedbrytnings og fordgyelighetsparameterne (DigDM8,

DigNDF3, in vivo ts og in vivo org).

Tabell 12. Prediksjonsligninger for nedbrytningsgrad av terrstoff (DM) og NDF for in sacco DigDM8 og
DigNDF3, og for in vivo apparent fordgyelighet for tarrstoff (TS) og organiskstoff (org).

Ligning R? MSE Sikkerhet
DigDM8 = 6.98 + 0.85(DaisyDM48) 0.82 9.9 <.0001
DigDM8 = 58 + 0.09(GASAL16) -0.74(iNDF) 0.70 17.0 <.0001
DigNDF3 = 0.68(DaisyDM48) + 13.3 0.63 18.0 <.0001
In vivo org = 88.7 - 0.67(iNDF) — 0.0073(GASA16) 0.54 17.0 <.0001
In vivo org = 62.6 + 0.31(DaisyDM96) — 0.4(iNDF) 0.56 15.2 <.0001
In vivo org = 9.06 + 0.78(DDM) 0.51 16.5 <.0001
In vivo ts = 58.7 + 0.32(DaisyDM96) — 0.40(iNDF) 0.52 18.6 <.0001
In vivo ts = 4.06 0.80(DDM) 0.47 20.1 <.0001
In vivo ts = 88.4 - 0.89(iNDF) 0.60 19.9 <.0001

Ufordgyelig NDF (iNDF) ble benyttet ssmmen med in vitro metodene, det ble ogsa satt

sammen en modell med bare iINDF for & undersgke hvor mye av variasjonen den utgjorde

alene (60 %). Den beste in vitro metoden for & beskrive in sacco metoden var Daisy' som

beskrev 82 % av variasjonen for DigDM8. For in vivo apparent fordeyelighet av TS og

organisk stoff beskrev in vitro metodene ikke mer en opp mot 56 % av variasjonen.
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5.0 Diskusjon

Tilgjengeligheten av neringsstoffene i de undersgkte forene er i fgrste omgang bestemt av
deres kjemiske sammensetning. | denne sammenhengen spiller innholdet av tilgjengelige og
utilgjengelige komponenter en viktig rolle, men ogsa struktur og naturlige
fordgyelseshemmende komponenter som er til stede i férvaren har betydning (Gjefsen, 2016).
Forene ble kategorisert innen lavt, middels og hgyt innhold av NDF med forventing om
hayere fordaying ved lavt enn ved hgyt innhold av NDF. De ulike metodene ser ut til & gi en
forventet fordayelse for de forskjellige nivaene av NDF. Ved Daisy' ble det funnet hgyest
TS- og NDF tap for forene med lavest innhold av NDF. In sacco metoden ga relativt like svar
som Daisy". Arsaken er sannsynligvis at gruppen med lavt innhold av NDF er hgstet ved et
tidligere utviklingstrinn, noe som gir lavere lignifiseringsgrad og dermed hgyere
fordgyelighet. Det fraksjonelle gjeeringsmgnsteret (Figur 8a) bekrefter forskjellene mellom de
tre gruppene. Den fraksjonelle gjeeringskurven pavirkes i all hovedsak av forholdet mellom
lgselige substrater og tungt fordgyelige materiale, som kan beskrives av planteart,
morfologisk utviklingsstadium og ensileringsmetode som ogsa er med pa a pavirke hvor lett
mikrobene fester seg til partiklene som skal fermenteres (Groot et al., 1996; McAllister et al.,
1994). Lgselige materiale i foret krever ikke kolonisering av mikrobene for & komme i gang
med fermenteringen, dette farer til at nedbrytningen gar raskere fordi mikrobene ikke behgver
a kolonisere overflaten av partikkelen (Groot et al., 1996). Hgyt innhold av tungt fordayelig
celleveggmateriale farer til en lavere fraksjonell gjeeringskurve, i tillegg til at den flater ut noe
tregere (Groot et al., 1996).

Forpravene for in sacco ble malt p& 1.5 mm sold, mens hos Daisy" og iGP ble de malt
pa 1.0 mm sold. Maling pa 1.0 mm sold vil gi gkt finhetsgrad sammenlignet med maling pa
1.5 mm sold. Forets nedbrytningsgrad tenderer & gke ved gkt finhetsgrad (Noziére &
Michalet-Doreau, 2000), da redusert partikkelstgrrelse farer til gkt total overflate eksponert
for mikrobiell nedbrytning. I tillegg er det antatt at gkt finhetsgrad kan gke partikkeltapet
(Michalet-Doreau & Ould-Bah, 1992). Lindberg og Knutsson (1981) testet effekten av
porestarrelse pa tap av ufordgyd materiale for to grovforprgver malt for & passere sold pa 1.0
mm og 4.5 mm apning. Resultatene viste at tap av materiale var mer enn det dobbelt for 1.0
mm enn for 4.5 mm. Samme tendens funnet i flere undersgkelser (Damiran et al., 2008;
Richards et al., 1995). Wilman og Adesogan (2000) testet forprgver malt pa 0.5, 1.0 og 1.5
mm sold og fant ingen signifikant effekt av malingsgrad. Soldstarrelse vil dermed kunne antas

a ha en innvirkning pa faktis malingsgrad, og serlig ved store forskjeller mellom
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partikkelstgrrelsen, men ved lavere differanse (0.5 — 1.0 mm) vil det ha mindre betydning for
resultatet. Den faktiske partikkelsterrelsen etter maling kan variere etter innhold av NDF i
forvaren og mellom ulike plantearter. Det kan dermed veere stor variasjon og for a fastsla den
faktiske partikkelstarrelsen burde den males (Michalet-Doreau & Ould-Bah, 1992). Ettersom
dette er tidkrevende og vanskelig, sa er det enklere a holde seg til stgrrelse pa sold, men ved

stor variasjon innen plantemateriale bgr aktsomhet ytes.

Partikkeltapet ved de tidligste inkubasjonstidene for Daisy" og in sacco var betydelig,
opp mot 40 % for terrstofftap. Dette er med pa a gke faren for overestimering av
nedbrytningsgraden for disse metodene (Wilman et al., 1996). Partikkeltapet forekommer
under inkubasjon i lgsning eller ved vasking av posene. Partikkeltapet gker med gkt
porestarrelse og redusert partikkelstarrelse (Lindberg & Knutsson, 1981; Lindberg, 1981).
Overestimering av lgselig fraksjon kan ogsa forekomme da lav partikkelstgrrelse kan fore til
at ikke-nedbrutte partikler forsvinner ut gjennom porene og videre ut fra vomma (Noziére &
Michalet-Doreau, 2000). Mabjeesh et al. (2000) testet forprgver malt for & passere 2 mm sold
og konkluderte med at gkt partikkelstgrrelse i forhold til hva de testet for Daisy' kunne virke

positivt inn pa & redusere partikkeltap fra posene.

Stgrrelsen pa poren er viktig med tanke pa miljget inne i posen sammenlignet med
utenfor, og da sarlig med hensyn til at porene ikke favoriserer enkelte mikrober framfor andre
(Noziére & Michalet-Doreau, 2000). Like viktig er det at materiale inne i posen ogsa har god
tilgang pa buffer for a holde jevn pH. Porestarrelsen kan veere med pa a pavirke hvilke type
mikrober som kommer seg lettest gjennom, og etablerer seg inne i posen. Lindberg et al.
(1984) oppdaget hayere mikrobiell aktivitet inne i poser med 40 pum sammenlignet med en
porestgrrelse pa 20 um, dette gjaldt szrlig aktiviteten til protozoer. Men ogsa den mikrobielle
populasjonen varier fra utsiden til innsiden av posen, og da serlig de cellulolyttiske
bakteriene (Meyer & Mackie, 1986). Dette kan forklares av at utviklingspotensialet mellom
medier inne i posen er mer begrenset, og avhenger i stgrre grad av innholdet i posen enn
posens totale overflate, som har en betydning for pH i posen (Lindberg et al., 1984; Noziéere &
Michalet-Doreau, 2000). Dette kan fare til at pH i posen er lavere inne i den sammenlignet
med utsiden av posen flyktige fettsyrer akkumulerer inne i posen (Marinucci et al., 1992).
Ettersom det er forskjellige porestarrelsen for posene benyttet for in sacco og Daisy", kan
man forvente at dette kan vaere med pa a utgjare en forskjell i nedbrytningsgraden mellom de

to metodene.
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Forholdet mellom prgvemengde og overflaten pa posen er med pa a pavirker
nedbrytningsgraden. Flere studier viser til at redusert pravemengde i forhold til posens
overflate gker nedbrytningsgraden (Udén & Van Soest, 1984; Van Hellen & Ellis, 1977), men
gkt nedbrytningsgrad kan ogsa komme av at hgyere andel blir vasket ut og gir dermed en
overestimering av nedbrytningsgraden (Damiran et al., 2008). Evaluering av ulike
undersgkelser har vist en negativt linezer ssmmenheng mellom prgvestarrelse og posens
overflate (Vanzant et al., 1998). For Daisy' hevder ANKOM-Technology (2017) at
pravemengden bgr ligge mellom 0.25 — 0.50 g, som tilsvarer 6.25 — 12.5 mg/cm?, mens for in
sacco anbefales 10 mg/cm? (Akerlind et al., 2011). | denne oppgaven ble det for Daisy"
benyttet 25 mg/cm?, som tilsvarer 1 gram prgve per pose. Dette ble gjort for & sikre
tilstrekkelig med rester etter inkubasjon for analyse, da antallet replikater hadde matte veert
nesten det dobbelte & sikre nokk materiale til analyse for de lengste inkubasjonstidene. For in
sacco ble det benyttet 2 gram per pose som tilsvarer 12-13 mg/cm?. Nedbrytningsgraden for
Daisy' er noe lavere enn for in sacco og in vivo, noe som kan ha en sammenheng med

mengde prave i forhold til posens overflate.

Ved beregning av nedbrytningsgraden av forvaren etter @rskov og McDonald (1979)
for in sacco ble det pravd ulike passasjehastigheter for tgrrstoff, organisk stoff og nitrogen (3,
5 0g 8 %/t). Best korrelasjon ga 8 %/t sammenlignet med de andre fordgyelighetsmetodene.
For NDF ga 3 %/t hgyest korrelasjon. Ved sammenligning av in sacco og in vivo resultater
bar en yte forsiktighet da det kan forekomme forskjeller mellom dyreart, da passasjehastighet
og forenes nedbrytningsgrad kan variere, og det gjelder seerlig passasje av vaskefraksjonen
(Colucci et al., 1990).

5.1 Sammenligning av metodene

Sammenligning av metodene viser at in sacco og Daisy' er de to metodene som korrelerer
best med in vivo fordgyelighet. For in sacco var korrelasjonen hgyest mellom beregnet
nedbrytningsgrad av potensielt nedbrytbart NDF (BNDF) og apparent fordgyelighet av NDF
(r=0.74). Hay korrelasjon var det ogsa mellom in vivo og totalfordgyelighet av tarrstoff
(DDM) og (r=0.71). Hey korrelasjon mellom in vivo fordgyelighet for TS og organisk stoff
med nedbrytningsgraden av NDF for in sacco indikerer at en stor andel av terrstoffet bestar av
NDF. For de beregnede fordeyelighetsparameterne DigDM og DigNDF underestimeres
nedbrytningsgraden i forhold til in vivo fordgyelighet (DigDM vs. In vivo TS=51.7 vs. 70.2
%). Arsaken til underestimering av in sacco verdiene kan vare pé& grunn av feilestimering av

nedbrytningshastigheten til forevaren (Madsen et al., 1994; Noziere & Michalet-Doreau,
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2000). Derimot reflekterer de malte nedbrytningsverdiene for in sacco fordgyeligheten in vivo
bedre. Den mikrobielle aktiviteten inne i posen som tidligere diskutert, trenger ngdvendigvis
ikke & avvike fra utsiden i like stor grad som farst antatt. Men likheten i fordgyelighet kan like
gjerne komme av overestimering av fordeyeligheten i form av partikkeltap (Van Soest, 2018).
For TS, NDF og nitrogen inkubert 24, 96 og 16 timer in sacco var den malte
nedbrytningsgraden 68.9, 77.5 og 76.2 %. In vivo fordgyelighet for de samme parameterne
var 70.3, 77.0 og 74.8 %.

Korrelasjon mellom in vivo og Daisy" var pd samme nivé som hos in sacco. Hayest
korrelasjon var mellom DaisyDM96 og nedbrytningsgraden for organisk stoff in vivo (r =
0.69). Derimot var det stor forskjell mellom nedbrytningsgraden av NDF for de ulike forene
sammenlignet med in vivo fordeyelighet. Gjennomsnittlig nedbrytningsgrad for DaisyNDF96
var 44.5 %, sammenlignet med in vivo fordgyelighet som var 76.8 % (r = 0.62). Men for TS
var nedbrytningsgraden i hgyere grad sammenlignbar (63.3 % vs. 70.3 %, r = 0.67).

Det at Daisy' og in sacco korrelerer ganske likt med in vivo er positivt da Daisy'" er
relativt enkel a gjennomfare. Metoden er effektiv sammenlignet med andre metoder da 100
praver kan inkuberes samtidig. Den krever ingen form for avansert utstyr, med unntak fra
tilgang til vomsaft. En ulempe med Daisy' er at prgvene som inkuberes samtidig inne i ett
inkubasjonsglass vil kunne yte en effekt pa hverandre. En slik effekt vil kunne medfare at
nedbryntingsgraden av samtlige praver kommer naermer en gjennomsnittsverdi. Arsaken til
dette er at forenes kjemiske sammensetning kan vaere med pa & pavirke den mikrobielle
populasjonen i glasset (Wilman & Adesogan, 2000). Det antas at dette har starst effekt ved
forsgk med stor differanse i kjemisk sammensetning mellom de ulike forslagene testet
(Wilman & Adesogan, 2000). | dette forsgket var majoriteten av prgvene av typiske nordiske
grasarter, med lik konserveringsmetode, med unntak av fér 172 som var maissurfér og 173-
176 som var halm. Det antas dermed at den mikrobielle populasjonen i de forskjellige
inkubasjonsglassene i lav grad ble pavirket av differensierte forpragver. | tillegg vil graden av
lgselige materiale i pravene vaere med pa a pavirke nedbrytningsgraden av celleveggstoffer
for alle prgvene i samme inkubasjonsglass (Wilman & Adesogan, 2000). Fordgyeligheten av
NDF hos Daisy" var relativt lav sammenlignet med in vivo, men derimot ble
nedbrytningsgraden rangert i samsvar med in vivo som ga en korrelasjon pa 0.62. Dette
indikere at metoden kan vare nyttig for 8 sammenligne nedbrytningspotensiale i forskjellige

férvarer for NDF.
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Nedbrytningen av NDF for in sacco ser ut til & starte kjappere enn hos Daisy". Trujillo
et al. (2010) foreslar at ulikheter mellom disse to metodene kan fare til et stgrre partikkeltap
ved in sacco metoden, og at dette kan komme av at in sacco posene blir utsatt for starre fysisk
pakjenning av vomkontraksjoner sammenlignet med rotasjonen i inkubasjonsglassene for
Daisy'. Differansen i porestarrelse kan ogsé i denne sammenhengen utgvd en effekt pa hvor
raskt fiberpartiklene forlot posen (Van Soest, 2018). Ved hgyere fysisk pakjennelse og starre
porestarrelse ved in sacco kan det tenkes at disse to faktorene sammen kan utgvd en stor
forskjell mellom disse to metodene, og en standardisering av porestarrelse mellom disse to
metodene ville gitt klarere svar. Hayere nedbrytningsverdier for in sacco enn for hos Daisy'"
kan ogsa forklares av en hgyere konsentrasjon av mikroorganismer i vomma til vertsdyret
under in sacco sammenlignet med inkubasjonsglasset for Daisy'' (Chaudhry & Mohamed,
2011). I vomma vil det jevnlig tilfares nye naringsstoffer som er lettere tilgjengelige for
mikrobene, da kyrne ble foret to ganger daglig. Dette vil dermed kunne gi hgyere grad av
fermentering for prgver inkubert over lengere tid. En annen kilde til variasjon er ved uttak av
vomvaeske til bruk i in vitro metodene. Kong et al. (2010) sa pa variasjon i etableringen av
mikrobielle kulturer i ulike deler av vomma, og fant at de ulike delene av vomma har
differensiert konsentrasjon av de forskjellige mikrobene. En mulig feilkilde som kan oppsta
ved innhenting av vomvaske er at pravetaker ikke i tilstrekkelig grad far ut et representativt
utvalg av mikrober fra vomma, og dermed kan vaere med pa a redusere nedbrytningsgraden
for in vitro metodene. Under gjeldende forsgk ble det ekstrahert 3 x 200 ml fra hver av de tre
vertskyrne, hvor vomvaesken ble ekstrahert fra tre forskjellige steder; nettmagen, senter av

vom og i bakre del av vom.

In vitro gassproduksjon (iGP) har ikke samme malemetode av fordgyelighet som de
andre metodene, men relaterer i samme grad til nedbrytningen av forprgvene. Korrelasjonen
mellom iGP, in sacco og Daisy" ser ut til & generelt vaere hgyest for gass produsert etter 16,
24 og 48 timer inkubasjon sammenlignet med 72 timers inkubasjon, i motsetning til Kamalak
et al. (2005) som fant hgyere korrelasjon ved lengere inkubasjonstid. Hgyest korrelasjon for
iIGP mellom de ulike metodene testet var med in sacco metoden (r = 0.78). For in sacco er det
hagy korrelasjon for TS nedbrytning etter 16 timer iGP, mens nedbrytningsgraden for NDF in
sacco korrelerer best etter 24 timers iGP (r=0.71). For iGP og in vivo parameterne er det
derimot lav korrelasjon, med hgyest for GASAL6 (r = 0.46). Det er likevel signifikant
sammenheng (P<0.0001) mellom flere av de ulike inkubasjonstidene for iGP med in vivo,

men ikke over r = 0.46 (Tabell 10). Det at iGP korrelerer sapass godt med in sacco er positivt,
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da in sacco metoden er arbeidskrevende og krever tilgang til vomfistulerte forsgksdyr.
Gassproduksjonssystemet er et relativt effektivt system som kan teste mange praver pa en
gang i et kontrollert miljg i tillegg til at det er billigere.

Gassproduksjonen er hovedsakelig et resultat av fermenteringen av karbohydrater,
hvor mesteparten av gassproduksjonen har funnet sted innenfor de farste 24 timene. F6r med
lavere innhold av NDF oppnar hgyere gassproduksjon i starten og kortere tid til hvor
halvparten av den totale gassmengden er blitt produsert (B). Nedbrytningskarakteristika for
NDF er som beskrevet tidligere aldersbestemt. Ved senere morfologisk utviklingstrinn
reduseres dermed NDF fordgyelighet, og lengere inkubasjonstid kreves for a oppna B (Groot
et al., 1996; Nordheim-Viken & Volden, 2009). Dette beskriver den hgye negative
korrelasjonen mellom GASB verdiene og de andre metodene (r = -0.38 — -0.69) da redusert
GASB gir gkt fordgyelighet. Innhold av lettlgselige stoffer spiller en viktig rolle i hvor raskt
fermenteringen kommer i gang og nar sin maksimale kapasitet. Etter Groot et al. (1996)
beskrives tiden fra inkubasjonens start til starrelsen av den mikrobielle populasjonen ikke
lengere begrenser fermenteringshastigheten som Ru. Lengden pa denne fasen inneholder en
del informasjon om tilgjengeligheten til naeringsstoffene. Dette betyr at kort tidsintervall (16-
24 t) forklarer nedbrytningsgraden best, og serlig ved hgyt innhold av lgselige partikler, som
surfor har. Lav korrelasjon for iGP 72 timer kommer av at kurven har flatet ut og inneholder
dermed lite informasjon om tilgjengeligheten av naringsstoffene. Etter 72 timer vil to
forskjellige prever kunne ha helt identisk mengde gass produsert, men formen pa kurven kan

veere helt forskjellig.

En utfordring ved bruk av fiber/nylonpose metoder for nedbrytning ved undersgkelse
av nedbrytningsgraden av nitrogen er at substrater lett forsvinner ut fra posen, og egner seg
darlig hvis innholdet av lgselige proteiner er hayt. Arsaken til dette er at det er lett &
overestimere nedbrytningsgraden av denne fraksjonen da mange lgselige proteiner er
motstandsdyktig mot nedbrytning i vomma (Nugent et al., 1983). Et annet problem er
mikrobiell kontaminering som kan forarsaker underestimering av protein nedbrytningen.
Dette er mikrober som er igjen pa forpraven etter at posene er ferdig inkubert. Mikrobiell
kontaminering er et starre problem ved forvarer som generelt inneholder lite protein
(Wanderley et al., 1993). | denne oppgaven korrelerte nedbrytningsgraden av nitrogen hos
malt nedbryntingsgrad in sacco 24 t (N24) med in vivo best (r = 0.47). Ettersom majoriteten
av forene benyttet var surfor, konservert i rundballer ble det forventet at en stor andel lgselige

proteiner i form av aminosyrer, korte peptider, ammoniakk, amider, aminer og lignende
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(Harstad, 2016). Innhold av lgselige proteiner og andre NPN fraksjoner i surfor varierer
normalt, og varierer seerlig ved TS-innhold og ensileringsprosess. En del av nedbrytningen av
proteinet er unngaelig da planteproteaser spalter proteiner i plantematerialet under
forterkingen og farste del av ensileringen. Mikroorganismer i siloen vil kunne gke faren for
spalting av proteiner. Rask senkning av pH, i tillegg til at temperaturen blir holdt lav er med

pa & dempe spaltingen av proteinet (Harstad, 2016).

Datamaterialet ga ikke grunnlag for & konstruere gode prediksjonsligninger til
prediksjon av in vivo apparent fordgyelighet. Hayest R? ble beregnet ved & bruke DaisyDM96
og iNDF (0.56) for a predikere in vivo. For som 13 langt utenfor regresjonslinjen, sakalte
uteliggere, ble ogsa pravd fijernet uten at dette bedret R? noe nevneverdig. Ved & benytte
kjemiske komponenter av férvaren sammen med in vitro metodene, slik som iNDF, gkte
sikkerheten. Derimot kan repeterbarheten blir lavere ved a ta med flere variabler i formlene.
Hoy beskrivelse av variasjonen ble beregnet mellom Daisy'" og in sacco, R? = 0.82.
Regresjonsligningen viser at Daisy' har et godt utgangspunkt for & kunne estimere in sacco.
Forskjeller mellom partikkelstarrelse, porestarrelse og preve mengde i forhold til posen
overflate er faktorer som regnes a kunne spille en rolle for variasjon mellom de ulike

metodene, og med fordel skulle ha blitt justert slik at de i hgyere grad var sammenlignbar.

6.0 Konklusjon

For metoder som inkluderer bruk av nylon/fiber poser til fordgyelsesforsgk er det viktig at
prosedyrene standardiseres, da inntrykket er at det er en stor variasjon innen prevens stgrrelse
i forhold til posens overflate, porestarrelse og malingsgrad av forpraver. En generell
anbefaling er at forholdet mellom posens overflate og preavens mengde ligger mellom 10-20
mg/cm?. En annen utfordring som angar Daisy" er usikkerheten rundt pavirkningen de
forskjellige pravene inkubert samtidig har pa hverandre. Daisy' underestimerer
fordgyeligheten for TS og NDF sammenlignet med in sacco og in vivo, men har relativt god
korrelasjon med de nevnte metodene. Dette antyder at Daisy'' potensielt kan vere nyttig for &
sammenligne nedbrytningsgraden for ulike forpraver, serlig med tanke pa at den er kjappere
og enklere & gjennomfare. Nar det gjelder iGP hadde den relativt lav korrelasjon med in vivo
fordgyelighet og egnet ikke i samme grad som Daisy"". Derimot egner iGP seg bedre for &
predikere in sacco.
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Resultatene tyder pa at metodene til en viss grad kan estimere in vivo fordgyelighet hos
drgvtyggere, men er ikke presise nok for & gi gode nok prediksjonsligninger. Det er derfor
ngdvendig med videre undersgkelser for a se pa hvilke faktorer som pavirker variasjonen hos

de undersgkte metodene.
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