S

SLU |

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Institutionen for husdjurens utfodring och
vard

Kolhydratsammansattning och in vitro-
gasproduktion i gras vid simulerat hastbete

Carbohydrate composition and in vitro-gas production in grass
at simulated horse pasture

Emma Lindahl

Examensarbete « 30 hp
Agronomprogrammet - husdjur
Uppsala 2020






Kolhydratsammanséttning och in vitro-gasproduktion i gras vid
simulerat hastbete

Carbohydrate composition and in vitro-gas production in grass at simulated horse pasture

Emma Lindahl

Handledare: Cecilia Muller, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen fér husdjurens
utfodring och vard

Examinator: Torsten Eriksson, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
husdjurens utfodring och vard

Omfattning: 30 hp

Niva och fordjupning:  Avancerad niva, A2E

Kurstitel: Sjalvstandigt arbete i husdjursvetenskap
Kursansvarig inst.: Institutionen fér husdjursgenetik
Kurskod: EX0872

Program/utbildning: Agronomprogrammet - husdjur
Utgivningsort: Uppsala

Utgivningsar: 2020

Omslagsbild: Emma Lindahl

Elektronisk publicering: https://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: fermentation, grasarter, hastbete, in vitro-gasproduktion, kolhydrater

Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institution for husdjurens utfodring och véard


https://stud.epsilon.slu.se/




Sammanfattning

Hasten ar en grasatare som kan livnara sig pé fiberrikt betesgras som for manga
hastar utgor en stor del av dieten under sommaren. Betesgras ar i foranderligt tillstand
genom avbetning dar faktorer som bland annat grésets genetiska kapacitet, botaniskt
utvecklingsstadium och klimat paverkar den ndringsmassiga kvaliteten. Det saknas
kunskap om hur avbetning vid upprepade tidpunkter inverkar pa kolhydratsamman-
sattningen hos olika grésarter och om eller hur detta inverkar pa hastens grovtarms-
fermentation. Grovtarmsfermentation ar svart att mata, men kan estimeras genom vo-
lymen producerad gas i in vitro-system dar grasprov inokuleras med track fran hast.
I denna studie undersoktes darfor kolhydratsammanséttning och in vitro-gasprodukt-
ion (med hasttrack som inokulant) hos sex olika grasarter som provtagits vid fyra
olika tidpunkter som en simulerad betessdsong. De grasarter som undersoktes var
engelskt rajgras (Lolium perenne), foderlosta (Bromus inermis), hundéaxing (Dactylis
glomerata), rorsvingel (Festuca arundinacea), timotej (Phleum pratense) och &ngs-
svingel (Festuca pratensis). Resultatet pavisade att det fanns interaktionseffekter
mellan grasart och avbetningstidpunkt pa den kemiska sammanséattningen i graspro-
verna. Detta betyder att alla grasarter inte svarade likadant pa upprepad avbetning
och foderlosta verkade inte klara den upprepade avbetningen da atervaxten var lag.
Engelskt rajgras hade ett hogt innehall av lattlosliga kolhydrater (WSC) och lagt in-
nehall av fiber samtidigt som hundéaxing hade ett 1agt innehall av WSC och hogt in-
nehall av fiber i relation till de 6vriga grasarterna. Innehéllet av WSC och fiber hade
generellt positiv respektive negativ korrelation med den totala gasproduktionen.
Grasarter med hogt innehall av WSC skulle darmed kunna orsaka storre gasbildning,
medan arter med hogre fiberinnehll kan ge lagre gasbildning bade in vitro och in
vivo. Det kan ha betydelse for grasartens lamplighet i bete for olika kategorier av
hastar, dé stor och snabb gasproduktion kan innebara grovtarmsstérningar.

Nyckelord: fermentation, grésarter, hastbete, in vitro-gasproduktion, kolhydrater



Abstract

The horse is a grass eater and can survive on fiber-rich pasture grass which con-
tributes to a great part of the diet for many horses during summer. Pasture grass is
constantly changing during frequent grazing, as factors like genetic capacity of the
grass, stage of plant maturity and climate can affect the nutritional quality. There is
lack of knowledge on how repeated grazing influence the carbohydrate composition
in various grass species, and whether or how this further affects the fermentation in
the hindgut of the horse. The hindgut fermentation is difficult to measure but can be
estimated through the volume of produced gas in in vitro systems where grass sam-
ples are inoculated with horse faeces. In this study the carbohydrate composition and
gas production from in vitro fermentation (with horse faeces as inocula) of six grass
species harvested at four different times as a simulated grazing season were studied.
The examined grass species were cocksfoot (Dactylis glomerata), bromegrass (Bro-
mus inermis), meadow fescue (Festuca pratensis), perennial ryegrass (Lolium
perenne), tall fescue (Festuca arundinacea) and timothy (Phleum pratense). The re-
sults showed that interaction effects between grass species and grazing time were
present for chemical composition in the grass samples. This means that all grass spe-
cies did not respond similarly to repeated grazing, and bromegrass did not seem to
cope with the repeated grazing due to a low regrowth. Perennial ryegrass had high
content of water soluble carbohydrates (WSC) and low concentration of fiber, while
cocksfoot hade a low content of WSC and high concentration of fiber in relation to
the other grass species. The concentration of WSC had a positive correlation while
the fiber content had a negative correlation with the total amount of produced gas.
Thus, grass species with a high content of WSC may lead to greater gas formation,
while species with higher fiber content may result in lower gas production. This may
be of importance for hindgut fermentation disturbances in horses and therefore dif-
ferent grass species may have a varied suitability for pasture for different categories
of horses.

Keywords: carbohydrates, fermentation, grass species, horse pasture, in vitro-gas
production
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1 Inledning

Hésten ar en utpraglad gréséatare som har en digestionskanal val anpassad for att
hasten skall kunna livnara sig pa gras (Pagan, 1998). Under en period pa sommaren
gar manga hastar pa bete (Jordbruksverket, 2017). Betesgraset bestar till storsta de-
len av olika kolhydrater och dessa bryts ner i olika delar av hastens digestionskanal
(McDonald et al., 2011). Den huvudsakliga kolhydratfraktionen i betesgrés utgors
av strukturella kolhydrater som aven kallas for fibrer. Bade koncentrationen och
smaltbarheten av fibern forandras i takt med att grasets botaniska utvecklingssta-
dium férandras (McDonald et al., 2011).

Betesgras innehdller ocksa icke-strukturella kolhydrater som i tempererade
grasarter framst utgors av sockerarterna glukos, fruktos och sukros samt fruktaner
som tillsammans har samlingsnamnet lattlosliga kolhydrater (McDonald et al.,
2011). Innehallet av lattlosliga kolhydrater paverkas av olika faktorer och koncent-
rationen forandras bade 6ver dygnet (Bowden et al., 1968) och betessasongen (Wil-
liams et al., 2019; Waite & Boyd, 1953). Om betesgraset innehaller stora mangder
icke-strukturella kolhydrater, framfor allt fruktan, kan produktionen av laktat i hds-
tens grovtarm oka, vilket leder till ett sdnkt pH (Hoffman, 2009; Longland & Byrd,
2006). Detta kan resultera i grovtarmsacidos vilket kan leda till allvarliga kompli-
kationer som till exempel utveckling av fang (Ince et al., 2014; Longland & Byrd,
2006; Al Jassim et al., 2005). Vissa substrat i grovtarmen kan ocksa leda till Gver-
driven gasproduktion vid fermentation av desamma, och om gasproduktionen &r
storre &n kapaciteten for upptag av gas kan hésten drabbas av kolik (Frape, 2010). |
dagslaget saknas mycket kunskap om hur olika grasarter svarar i sin kolhydratsam-
manséattning pa avbetning vid olika tidpunkter och hur detta inverkar pa hastens
grovtarmsfermentation.

For att utvardera och studera nedbrytningen av olika grasarter i hastens mag-
tarmkanal kan olika metoder anvandas. In vivo-metoder ar bade tidskravande och
dyra och kraver forsoksdjur (Sarkijarvi et al., 2012a; Martin-Rosset et al., 2012).
En annan metod, som hittills inte har anvants i samma utstrackning for hastar som
for andra djurslag, &r in vitro-metodik med fermentation av foderprov. Sadan



metodik mojliggor att fler foderprover kan testas snabbare och till lagre kostnad
(Murray et al., 2014; Santos et al., 2012; Murray et al., 2009; Murray et al., 2005).
Med denna teknik méats mangden producerad gas nar foderprov inkuberas tillsam-
mans med en aktiv mikrobflora som ofta utgors av farsk hasttrack (Murray et al.,
2014; Santos et al., 2012; Murray et al., 2009). Mangden ackumulerad gas och i
vilken hastighet den produceras speglar fermentationen som sker i hastens grovtarm,
och ar ett indirekt matt pa nedbrytningen av fodret i grovtarmen (Elghandour et al.,
2018; Blummel & @rskov, 1993).

Syftet med detta arbete var att undersdka kolhydratsammanséttningen och gas-
produktion (med in vitro-fermentation) i sex olika grasarter som provtagits vid fyra
olika tidpunkter Gver en betessdsong. Hypotesen var att den kemiska sammansétt-
ningen skiljer sig at mellan olika grasarter och avbetningstillféllen, vilket vidare kan
inverka pa gasproduktionen.
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2 Litteraturgenomgang

2.1 Kolhydrater i betesgras

Kolhydrater ar uppbyggda av kemiska komponenter som innehaller grundamnena
kol, véte och syre (McDonald et al., 2011). Gras bestar till storsta delen av kolhyd-
rater, och dessa kan delas in i strukturella och icke-strukturella (McDonald et al.,
2011). Den huvudsakliga kolhydratfraktionen i grés utgors av de strukturella kol-
hydraterna som &ven kallas fibrer. De sméltbara fiberfraktionerna cellulosa, he-
micellulosa och pektin bildar tillsammans med lignin cellvdggen hos véxter. Lignin
ger vaxten strukturellt stod under tillvéxt och tillnér gruppen icke sméltbara fibrer
(McDonald et al., 2011). Innehallet och smaltbarheten av de strukturella kolhydra-
terna i betesgras avgor i stor utstrackning betets energiinnehall (Harris et al., 2009).

De icke-strukturella kolhydraterna (non structural carbohydrates, NSC) finns i
cellinnehallet och utgors av bade starkelse och WSC (water soluble carbohydrates)
(McDonald et al., 2011). | WSC-fraktionen ingar glukos och fruktos som & mono-
sackarider tillsammans med sukros som &r en disackarid bestaende av glukos och
fruktos, samt fruktan som &r en polysackarid bestaende av kedjor av fruktos med en
sukrosmolekyl i ena &nden. Dessa kedjor &r sammanlénkade med B-2,1- eller 3-2,6-
bindningar och kallas inulin respektive levan (McDonald et al., 2011). Kedjelang-
den (som aven kallas polymeriseringsgrad) pa fruktan i vaxter varierar fran cirka tio
upp till flera hundra fruktosenheter (Ritsema & Smeekens, 2003). Inulin har en l&gre
polymeriseringsgrad dan levan som &r den mest forekommande fruktantypen i tem-
pererade grasarter (Nelson & Spollen, 1987).

Beroende pa hur véxten fixerar kol genom sin fotosyntes kan de betecknas som
C3 (grasarter i tempererade klimat) eller C4 (grésarter i tropiska klimat) (Ehleringer
& Cerling, 2002). Genom fotosyntesen bildar véxten socker som transporteras och
anvands i olika metaboliska processer, och vid 6verskott lagras dessa istéllet som
energireserv (Patrick et al., 2013; Ritsema & Smeekens, 2003). Hos C3 gras som &r
adapterade till kallare klimat sker denna lagring i vaxtens vegetativa vavnad i form
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av fruktaner i grasets stjalk (McDonald et al., 2011). Denna inlagring ar en viktig
energireserv for bland annat vinterhardighet, under 6vervintringen samt for atervax-
ten (Smith, 1972). Gras som tillhor sléktet timotej (Phleum spp.), flen (Phalaris
spp.) och losta (Bromus spp.) ar mer vinterhardiga an hundéxing (Dactylis spp.),
svingel (Festuca spp.) och rajgras (Lolium spp.) (Suzuki, 1989). Det finns dock inget
linjart samband mellan grasets vinterhérdighet och WSC-koncentrationen (Suzuki,
1989). Hos C4 gras som &r mer anpassade till tropiska klimat sker istallet energiin-
lagringen som stérkelse i vaxtens blad (McDonald et al., 2011).

2.2 Faktorer som inverkar pa halten kolhydrater och dess
smaltbarhet i betesgras

2.2.1 Gréasart

Véxtens genotyp, vilket inkluderar bade art och sort, ar en av manga faktorer som
inverkar pa halten kolhydrater och naringsinnehall (Kagan et al., 2019; Jensen et
al.,2014; Cop et al., 2009; Zhao et al., 2008). Under betessisongen kan olika grasar-
ter variera i sin kemiska sammansittning (Cop et al., 2009; Thorvaldsson et al.,
2007). Skillnader i halten NSC mellan arter &r stérre &n mellan olika sorter inom
samma art (Zhao et al., 2008). Engelskt rajgras och hundéxing ar exempel pa grasar-
ter som generellt har en hog respektive 1ag koncentration av WSC (Jensen et al.,
2014; McDonald et al., 2011). Hos vissa rajgras har WSC-innehallet pavisats kunna
vara upp till 300 g/kg ts och hos tropiska arter sa lag som 25 g/kg ts (McDonald et
al., 2011). Foderlosta har dven pavisats ha hogre koncentration av NSC jamfort med
rorsvingel, rérsvingelhybrid (som ar en korsning mellan italienskt rajgras och rors-
vingel), samt tva olika arter av perenna vetegras (Zhao et al., 2008). Olika grasarter
har dven pavisats skilja sig at i koncentration av neutral detergent fiber (NDF) vid
samma skordetidpunkt under flera skordetillfallen dar engelskt rajgrés haft Iagst in-
nehall foljt av angssvingel, angskavle, rédsvingel, angsgroe och timotej i stigande
ordning (Thorvaldsson et al., 2007).

2.2.2 Botaniskt utvecklingsstadium

Betesgras &r i ett dynamiskt tillstand dar forhallandet mellan blad och stjalk samt
cellvagg och cellinnehall forandras Gver tid eftersom det betas av och atervéxer re-
petitivt (McDonald et al., 2011). Gréasets botaniska utvecklingsstadium &r darmed
en viktig faktor som paverkar bade den kemiska sammansattningen och naringsvar-
det (McDonald et al., 2011).
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Innehallet av glukos, fruktos och sukros &r generellt som hogst i ett tidigt bota-
niskt utvecklingsstadium och minskar med okad plantmognad, medan innehallet av
fruktan generellt 6kar i takt med vaxtens plantmognad (Chatterton et al., 2006;
Shewmaker et al., 2006). Detta eftersom ett senare botaniskt utvecklingsstadium
leder till att andelen stjalk hos gréset blir allt mer dominerande och fruktan lagras
framfor allt i stjalken (Shewmaker et al., 2006). Betesgrés i ett tidigt utvecklings-
stadium har en hogre andel blad &n stjalk och andelen blad i proportion till stjalken
minskar med 6kad plantmognad (McDonald et al., 2011).

Neutral detergent fiber utgdrs framst av cellulosa, hemicellulosa samt lignin och
koncentrationen 6kar med grésets vegetativa utveckling samtidigt som smaéltbar-
heten minskar, vilket framst beror pa andelen lignifierad vavnad som Okar (Sar-
kijarvi et al., 2012b; McDonald et al., 2011). Det finns skillnader mellan koncent-
rationen av NDF samt med vilken hastighet innehallet okar i takt med tilltagande
plantmognad hos olika grasarter (Thorvaldsson et al., 2007). Innehallet av raprotein
foljer istallet ett omvéant monster och minskar med 6kat botaniskt utvecklingssta-
dium (Ersahince & Kara, 2017; Chatterton et al., 2006). Grasprover skordade i ett
tidigt botaniskt utvecklingsstadium har en snabb nedbrytningshastighet och en
hogre total gasproduktion in vitro med hasttrdck som inokulant, som minskar med
Okad plantmognad (Ersahince & Kara, 2017).

2.2.3 Klimat

Den naringsmassiga kvaliteten pa betesgraset och i vilken hastighet dess smaltbar-
het forandras paverkas av en rad olika externa miljofaktorer som temperatur, ljusin-
tensitet samt vattentillgang (Virkajarvi et al., 2012; Steward & Hayes, 2011; Thor-
valdsson et al., 2007). Koncentrationen av WSC varierar dessutom éver bade dygnet
(Bowden et al., 1968) och under aret (Williams et al., 2019; Waite & Boyd, 1953).

Temperaturen har en stor inverkan pa den naringsmassiga kvaliteten eftersom en
hog temperatur leder till att en 6kad proportion av fotosyntesens slutprodukter gar
till bildandet av strukturella komponenter (Dewar, 2000). En 6kad temperatur fram-
jar ackumuleringen av alla fiberfraktioner i tempererat gras som tillsammans med
minskad andel blad och 6kad andel stjalk samt lignifiering leder till att sméltbar-
heten av torrsubstansen minskar (McDonald et al., 2011; Thorvaldsson et al., 2007).
En 6kad temperatur har pavisats ge hogst okning av NDF-innehallet hos angss-
vingel, timotej och engelskt rajgrds i jamforelse med &ngskavle, rédsvingel och
angsgroe (Thorvaldsson et al., 2007). Respirationen &r den process dar de kolhyd-
rater som producerats under dagen genom fotosyntesen forbrénns, vilket sker i va-
rierad hastighet beroende pa den omgivande temperaturen (Atkin & Tjoelker, 2003;
Murata & lyama, 1963). Om temperaturen under natten dverstiger 5° C kommer det
socker som producerats under dagen att utnyttjas genom respiration (Atkin &
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Tjoelker, 2003). Detta medfdr att koncentrationen av WSC kommer vara som l&gst
tidigt under morgonen, for att 6ka fram till eftermiddagen dar den nar sin maximala
koncentration, for att sedan sjunka igen under natten (Kagan et al., 2019; Ciavarella
et al., 2000).

Innehallet av WSC varierar dven 6ver betessasongen och hogst halt har pavisats
tidigt pa varen (Kagan et al., 2011) och under hosten (Rivero et al., 2019), nar den
omgivande temperaturen minskar bade tillvaxt och respiration hos véxten (Murata
& lyama, 1963). Foréndringen av rp-halten dver betessdsongen foljer samma mons-
ter dar den hogsta koncentrationen uppmitts under tidig var och hést (Rivero et al.,
2019; Sarkijarvi et al., 2012b). Tempererat gras har formaga att till viss del férandra
sin metabolism for att klara av kallare temperaturer, vilket delvis sker genom att
véxten omfordelar substrat som bland annat WSC for att forhindra att dess celler
skadas (Atkin & Tjoelker, 2003). For att uppratthalla denna tolerans kommer &ven
olika gener att komma till uttryck som vidare leder till 6kad tolerans mot den kallare
temperaturen (Zhu et al., 2007). Halten WSC och fruktan som ackumuleras vid kal-
lare temperaturer ar associerad med vintergverlevnad hos vaxter (Sanada et al.,
2007).

Antalet soltimmar under dygnet paverkar koncentrationen av WSC i gras (Mack-
enzie & Wylam, 1957). Gras som utsétts for fler soltimmar kan darmed ackumulera
en hogre méngd WSC &n om det varit mer molnigt under dygnet (Ricker, 1990).
Detta har dven pavisats i faltforsok dar beteshagar i skugga haft en lagre koncent-
ration WSC i jamforelse med oskuggade beteshagar, men redan efter tva till fyra
timmar efter att det skuggade graset fatt tillgang till solljus har koncentrationen okat
till densamma som for det oskuggade gréset (Ciavarella et al., 2000).

Vid perioder av torka kan det totala innehallet av WSC fordubblas, vilket dare-
mot konsumeras relativt snabbt av véxten for att dverleva (Thomas & James, 1999).
Fruktan har en sarskilt viktig roll och ger graset en viss tolerans att klara torrare
perioder genom att fruktan ackumuleras (\Volaire & Leliére, 1997). Detta mojliggor
tillvaxt nar vatten aterigen blir tillgangligt (Thomas & James, 1999).

2.2.4 Godsling

Att godsla bete med kvave (N) kan i viss utstrdckning forlanga betessdsongen
(Thomet et al., 2008). Detta eftersom det ger en ¢kad torrsubstansavkastning, vilket
fradmst sker i de delar av gréset som 6verstiger 4-5 cm (Wilman, 1980). Det finns
aven skillnader mellan olika grésarters respons pa tillférsel av N dar rajgrés gene-
rellt ger en higre avkastning per kg tillford N &n arter av svinglar. Genom att tillféra
N sker aven en viss forandring av den kemiska sammansattningen i graset genom
bland annat en minskad koncentration WSC. Halten av WSC &r negativt korrelerat
med raproteinhalten, vilket medfor att 6kad applicering av N ger 6kat innehall av
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raprotein pa bekostnad av WSC i betesgraset (Tas et al., 2006; Delagarde et al.,
2000).

En hogre applicering av N har pavisats ge savél oforandrad, minskad som 6kad
smaltbarhet av organisk substans jamfort med bade lagre tillférsel av N samt ogods-
lade beteshagar (Lovett et al., 2004; Cone et al., 1998; Blaser, 1964). Dessutom har
betesgras som fatt en hogre N-giva dn ogddslat bete och lagre nivaer av N gett en
minskad total gasproduktion in vitro med vomvétska som inokulant (Lovett et al.,
2004; Cone et al., 1998).

2.2.5 Avbetning

Grasets formaga att atervaxa efter avbetning ar en viktig mekanism for vaxtens over-
levnad och ar méjlig bland annat pa grund av dess energireserver (Smith, 1972) och
kompensatorisk tillvdxt genom att utnyttja lagrad tillvéxtkapacitet (McNaughton,
1983). Avbetningen paverkar graset direkt genom avbladning som medfor att blad
som anvands for fotosyntesen forsvinner, vilket paverkar innehallet av WSC (Do-
naghy & Fulkerson, 1997). Detta medfor att vaxten maste mobilisera och utnyttja
sina energireserver for att kunna bilda nya skott, vilket leder till att WSC halten i
graset minskar. Nar vaxten har aterfatt tillrackligt med blad for att kunna aterfa sin
fotosyntetiska kapacitet kommer innehallet av WSC ater att 6ka (Donaghy & Ful-
kerson, 1997). Under den forsta veckan efter avbetning kommer cirka en tredjedel
av atervaxten fran grasets energireserv och resterande genom fotosyntes (Donaghy
& Fulkerson, 1997).

Avbetningen kan paverka innehallet av sukros och fruktan i betesgréaset nast-
kommande sédsong om den varit intensiv (Benot et al., 2018). Intensiteten under det
innevarande aret paverkar dock inte halten glukos, fruktos, sukros eller fruktan (Be-
not et al., 2018). Hastar ar selektiva och foredrar generellt betesgrds med ett hogt
innehall av NSC som har en hog smaklighet (Allen et al., 2013; Longland & Byrd,
2006; Fleurance et al., 2001).

2.3 Hastens digestion av kolhydrater

Beroende pa hur de olika kolhydraterna bryts ner i hastens digestionskanal kan de
delas in i hydrolyserbara och fermenterbara kolhydrater (Hoffman et al., 2001,
Frape, 2010). De hydrolyserbara kolhydraterna bryts ned av kroppsegna enzymer
och de fermenterbara jases av mikroorganismer till flyktiga fettsyror i hastens grov-
tarm (Frape, 2010). Strukturella kolhydrater tillhdr framst gruppen fermenterbara
(Frape, 2010) och icke-strukturella kolhydrater kan vara bade hydrolyserbara och
fermenterbara (Hoffman et al., 2001). Hydrolyserbara kolhydrater finns i betesgras
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aven om de framst forekommer i en betydligt storre utstrackning i spannmal (Hoff-
man et al., 2001).

2.3.1 Hydrolys

De enkla sockerarterna glukos och fruktos absorberas i princip som de &r samtidigt
som hydrolyserbara kolhydrater som sukros och starkelse bryts ner enzymatiskt in-
nan de kan absorberas som glukos och fruktos i tunntarmen (Frape, 2010; Hoffman,
2009). | tunntarmen utsondras sukras som spjalkar sukros och a-amylas som bryter
ner starkelse till dextriner som vidare spjalkas av a-glukosidas (glukoamylas, maltas
och isomaltas) (Frape, 2010; Hoffman, 2009). Hastens saliv saknar i princip enzy-
matisk aktivitet, vilket medfor att det knappt sker nagon hydrolys fore magsacken
dar magsaften hydrolyserar kolhydrater i begransad utstrackning (Frape, 2010;
Hoffman, 2009). | tunntarmen initieras nedbrytningen av kolhydrater framst av o-
amylas fran bukspottkorteln (Hoffman, 2009). Slutprodukterna fran hydrolysen &r
de fria sockerarterna glukos och fruktos (Frape, 2010; Hoffman, 2009). Hydrolys av
stérkelse och kolhydrater ar generellt metaboliskt effektivare &n den mikrobiella fer-
mentationen av fiber (Hoffman, 2009).

2.3.2 Fermentation

Till fermenterbara kolhydrater hor bland annat smaltbara fiber (pektin, hemicellu-
losa och cellulosa), resistent starkelse som inte kan brytas ned av enzymer i hastens
digestionskanal och eventuellt fruktaner (Hoffman, 2009). Hur fruktaner bryts ner i
héstens digestionskanal &r inte klarlagt, men de antas passera till grovtarmen dér
mikrobiell fermentation av dem sker (Longland et al., 2012; Hoffman et al., 2001).
Det finns inga kdnda endogena enzym for nedbrytning av fruktaner hos hést (Bach-
mann et al., 2019), men en viss méngd fruktaner verkar kunna brytas ned till viss
del genom sur hydrolys i magsacken eller mikrobiell nedbrytning fore grovtarmen
(Bachmann et al., 2019; Coenen et al., 2006).

De kolhydrater som inte bryts ned i tunntarmen passerar vidare till grovtarmen
dar mikroorganismerna fermenterar dem, vilket leder till produktion av acetat,
propionat, butyrat och valerat som tillsammans kallas for flyktiga fettsyror (volatile
fatty acids, VFA) samt en liten méngd laktat (Frape, 2010). De flyktiga fettsyrorna
ar den allra framsta energikallan for hasten och for att gynna upptaget av VFA samt
miljon for mikroberna bor pH i grovtarmen vara runt 6,5 (Frape, 2010). Genom-
snittligt pH i grovtarmen hos hastar pa bete har uppmatts till 6,7 (Mackie & Wilkins,
1988).

De olika kolhydraterna kan fermenteras i varierad hastighet samtidigt som pro-
portionerna av VFA som produceras aven kan skilja at (Hoffman et al., 2001).
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Olosliga fibrer som cellulosa och hemicellulosa tar langst tid att fermentera (Hoff-
man et al., 2001) och vid fermentationen av dessa bildas framst acetat och butyrat
(Frape, 2010). De kolhydrater som fermenteras snabbast &r hydrolyserbara kolhyd-
rater som resistent starkelse och fruktaner som inte hunnit brytas ned i tunntarmen
(Hoffman, 2009; Hoffman et al., 2001). Dessa snabbt fermenterbara kolhydrater kan
ge Okad produktion av laktat vilket leder till ett sankt pH (Hoffman, 2009; Frape,
2010). En sur milj6 i grovtarmen gynnar de laktatproducerande bakterierna vilket
ger ytterligare okad laktatproduktion och darmed en ytterligare sankning av pH, vil-
ket kan resultera i grovtarmsacidos som kan leda till utveckling av fang (Ince et al.,
2014; Al Jassim et al., 2005).

Under den mikrobiella fermentationen i grovtarmen bildas aven en stor mangd
gas i form av koldioxid, metangas och en mindre méngd véatgas (Frape, 2010; Al
Jassim & Andrews, 2009). Om stdrre méangd gas bildas an vad som kan eller hinner
absorberas, kan gasen ansamlas och hasten drabbas av gaskolik, vilket &r ett mycket
allvarligt och smartsamt tillstand (Frape, 2010). Kolik &r den tredje vanligaste dods-
orsaken hos hast (Egenvall et al., 2009). Kolik kan bland annat uppsta vid utfodring
med for hog mangd lattlésliga kolhydrater som har en snabb fermentationshastighet
(Frape, 2010). Ett hogt innehall av fruktan ger en snabb fermentering och en hdg
total gasproduktion in vitro (Ince et al., 2014). Fruktaner som har en lag polymeri-
seringsgrad fermenteras snabbare in vitro an de som har en langre kedjelangd (Ince
et al., 2014).

2.3.3 Mikrobflora

Den mikrobiella populationen i hastens digestionskanal &r komplex och skiljer sig
at mellan olika delar av digestionskanalen och &ven mellan individer (Salem et al.,
2018; Grimm et al., 2017; Costa et al., 2015). Den mikrobiella sammanséttningen
och aktiviteten i olika delar av digestionskanalen och tracken kan paverkas av olika
faktorer som bland annat utfodring med foder med hogt innehall av fiber eller stér-
kelse (Grimm et al., 2017). Den mikrobiella sasmmanséttningen i tréck kan till viss
del forandras under betessasongen (Salem et al., 2018) och pl6tsliga intag av hdga
mangder fruktaner kan leda till obalans i hastens mikrobiota (Al Jassim & Andrews,
2009). Detta eftersom hoga halter fruktan gynnar miljon for laktatproducerande bak-
terier i grovtarmen som darmed Okar i antal samtidigt som andelen cellulolytiska
bakterier minskar (Al Jassim & Andrews, 2009). Den mikrobiella populationen i
héstens track skiljer sig inte i nagon storre utstrackning fran mikrobsammansatt-
ningen i stora kolon (Costa et al., 2015), men skillnader i mikrobiotan har pavisats
bland annat mellan track och cecum (Dougal et al., 2012).
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2.4 Olika metoder att mata smaltbarhet | fodermedel till
héast

Nedbrytningen av olika fodermedel hos hast kan skattas genom olika metoder (Mar-
tin-Rosset et al., 2012). In vivo metoder anvénds ofta for att utvardera olika foder-
medel till hast med avseende pa smaltbarhet av organisk substans (Sarkijarvi et al.,
2012a). Detta kan goras genom studier med bland annat markoérer (Miraglia et al.,
1999) eller totaluppsamling av track och urin (Sarkijarvi et al., 2012a; Udén & Van
Soest, 1982). Det kan dven genomféras med in situ teknik dar nylonpasar placeras i
fistulerade hastars blindtarm (Udén & Van Soest, 1984), eller med mobila nylonpa-
sar innehallande foderprov som sondas ned i magsacken och sedan fangas upp via
en caecumfistel eller i trécken (Philippeau et al., 2014). In vivo metoder ger realist-
iska och noggranna véarden samtidigt som de &r bade tidskravande och dyra och kréa-
ver tillgang till forsokshastar (Martin-Rosset et al., 2012; Sarkijarvi et al., 2012a).
Detta ar en av anledningarna till att mer laborativa metoder har utvecklats for att
kunna skatta nedbrytningen av olika fodermedel till hast (Martin-Rosset et al.,
2012). Darmed har in vitro- tekniker med matning av gasproduktion utvecklats. Till
en borjan anvandes vatska fran hastens blindtarm som inokulant (Macheboeuf et al.,
1998), men denna metod kraver fistulerade hastar (Santos et al., 2012). Det &r dock
mojligt att anvanda farsk hasttrack som alternativ inokulant (Murray et al., 2014;
Santos et al., 2012; Murray et al., 2009). Malet med in vitro metoder &r att skatta in
vivo-digestion genom att efterlikna fysiologiska forhallanden som pH, temperatur
och inkubationstid (Coles et al., 2005).

In vitro-metoder mojliggor att fler foderprover, men &ven olika typer av tillsat-
ser, kan testas bade snabbare samt till en minskad kostnad och utan att behdva an-
vanda héstar i forsok (Murray et al., 2005). Mangden gas som produceras kan dven
anvandas for att skatta smaltbarheten av organisk substans, da en stark korrelation
mellan smaltbarhet av organisk substans in vivo och gasproduktion in vitro efter 24
timmars inkubering har pavisats med vétska fran hastens blindtarm som inokulant
(Macheboeuf et al., 1997). En begrénsande faktor i in vitro metoder &r att mikro-
organismerna behover konstant tillforsel av naringsamnen for att bibehalla sin fer-
mentativa aktivitet, vilket kan paverka nedbrytningspotentialen (Franzan et al.,
2018).

2.4.1 Matning av gasvolym vid in vitro-fermentation

Gasproduktionsmetoden har historiskt utvecklats for att utvéardera fodermedel for
idisslare (Menke et al., 1979), men den har dven anvants for samma andamal for
hést (Murray et al., 2014; Murray et al., 2009). For att studera den mikrobiella ned-
brytningen av ett fodermedel genom att méta ackumulerad gasvolym kan farsk track
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anvandas som inokulant (Santos et al., 2012; Murray et al., 2005; Murray et al.,
2009). Liknande gasproduktion har uppmatts da vatska fran cecum och track an-
vants som inokulanter, men vétska fran colon som inokulant har visat lagre gaspro-
duktion i jamforelse med track (Murray et al., 2014). Det saknas dock standardise-
rade tillvagagangssatt for anvandning av hasttrack som inokulant, vilket medfor sva-
righeter att kunna jdmfora resultaten mellan olika studier (Franzan et al., 2018). Den
mikrobiella sammansattningen och aktiviteten i tracken kan paverkas av utfodringen
av donatordjuren (Murray et al., 2009; Rymer et al., 2005).

Nér fodermedel inkuberas in vitro fermenteras kolhydrater framst till VFA samt
gaser (Blimmel & @rskov, 1993). Den mangd gas som bildas vid inkubering kan
fungera som en indikator pa den mikrobiella aktiviteten (Elghandour et al., 2018).
Gasen kommer dels direkt i form av koldioxid och metan som ett resultat av fer-
mentationen av substratet, men &ven indirekt genom buffring av VFA som neutra-
liserar vatskan och leder till att koldioxid frigors fran buffertlosningen (Blimmel &
@rskov, 1993).

Beroende pa vilken typ av substrat som inkuberas kan skillnader uppsta i pro-
portionen av de olika syrorna samt i gasproduktionen (Blimmel & @rskov, 1993).
Lattlosliga kolhydrater genererar generellt en hdgre proportion av propionat
(Beuvink & Spoelstra, 1992) samtidigt som strukturella kolhydrater som fermente-
ras langsammare istallet genererar mer acetat (Blimmel & @rskov, 1993). Den to-
tala gasproduktionen paverkas darmed av slutprodukterna fran fermentationen
(Beuvink & Spoelstra, 1992). Storre total gasvolym och higre produktionshastighet
av gas har uppmatts for kraftfoder som innehaller en hogre andel snabbt fermenter-
bara bestandsdelar jamfort med grovfoder (Elghandour et al., 2016). Detta resulte-
rade &ven i ett lagre pH vérde efter inkubering for kraftfodermedlen, som kan for-
klaras av en hogre koncentration av laktat i jamforelse med da grovfoder inkuberats
(Elghandour et al., 2016).

Forbehandling av foderprover ar en viktig faktor vid in vitro inkubation. Pro-
verna torkas och mals for att bli mer homogena och latthanterade (Murray et al.,
2010; Lowman et al., 2002). En negativ aspekt med detta ar att substratet inte full-
standigt efterliknar det hasten primart utfodras med. Malningen har dock inte pavi-
sats inverka pa den totala gasproduktionen i jamforelse med omalda foderprover
(Murray et al., 2010). | andra studier av partikelstorlekens inverkan har hogre gas-
produktion pavisats for foderprover som malts till 0,6-0,15 mm i jamforelse med
2,4-1,2 mm (Lowman et al., 2002). Fermentationshastigheten har ocksa visats vara
hdgre hos malda foderprover med en mindre partikelstorlek jamfort med omalda
och malda foderprover med storre partikelstorlek (Murray et al., 2010; Lowman et
al., 2002). Fortorkade foderprover har pavisats ge en hogre total gasproduktion &n
farska foderprover som inkuberas direkt utan foregaende torkning (Calabro et al.,
2005; Lowman et al., 2002). En forklaring till detta kan vara att fortorkningen till
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viss del forandrar strukturen pa véxtcellerna som medfér att mikroorganismerna lat-
tare kan fasta pa substratet och darmed ge 6kad nedbrytning (Lowman et al., 2002).
Efter avslutad inkubering har farska prover i jamforelse med fortorkade pavisats ha
ett hogre pH-varde (Calabro et al., 2005; Lowman et al., 2002).

De substrat som inkuberas kan innehalla fraktioner som normalt inte nar hastens
grovtarm, vilket har medfort att fodermedel foérbehandlats innan inkubering for att
simulera enzymatisk nedbrytning fore grovtarmen (Abdouli & Attia, 2007). Enzy-
matisk forbehandling ar dock inte nddvéandig och paverkar inte gasproduktionen i
nagon storre utstrackning for fiberrika fodermedel som gréasprover. Daremot kan det
vara nodvandigt for fodermedel som istallet har ett hdgt innehall av bland annat
protein eller starkelse (Abdouli & Attia, 2007).
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3 Material och metod

3.1 Grasprover

| detta forsok anvandes sex olika grasarter som odlades i renbestand pa Vollebekk
forsoksgard som tillhor Norges miljo- och biovetenskapliga universitet. De gréasarter
som anvandes var engelskt rajgras (Lolium perenne), foderlosta (Bromus inermis),
hundéxing (Dactylis glomerata), rérsvingel (Festuca arundinacea), timotej (Phleum
pratense) och angssvingel (Festuca pratensis). Samtliga gréasarter saddes in i for-
soksrutor i slutet av maj under ar 2018 i ett randomiserat blockforsok med tre par-
celler per art. Samtliga grasarter godslades med 100 kg N/ha (22-3-10, % NPK)
under varen 2019. De olika forsoksrutorna skordades under 2019 vid fyra olika tid-
punkter med stubbhdjd pa 3-4 cm for att efterlikna hastbete pa atervéxt efter en
forsta skord. De fyra olika simulerade avbetningstidpunkterna var 3 juli, 1 augusti,
2 september samt 29 oktober.

3.2 Kemisk sammansattning

Torrsubstanshalten bestamdes genom att torka betesproverna i tva steg. Forst torka-
des proverna i 55°C under 18 timmar innan de végdes och maldes. Dérefter torkades
proverna igen i 103°C under 20 timmar. Koncentrationen av raprotein bestamdes
genom analys av totala kvavekoncentrationen enligt Kjeldahl multiplicerat med fak-
torn 6,25 (Bremner & Breitenbeck, 1983). Innehallet av ADF och NDF analyserades
enligt Van Soest, Robertson & Lewis (1991) med férandringar som beskrivs av Chai
& Udén (1998). Darefter skickades betesproverna till Sveriges Lantbruksuniversitet
(SLU) déar halten fri glukos, fri fruktos, sukros och fruktan analyserades vid Institut-
ionen for husdjurens utfodring och vard med enzymatisk-spektrofotometrisk metod
enligt Larsson & Bengtsson (1983). Dessa fraktioner summerades sedan for inne-
hallet av total WSC.
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Pa grund av bristande provméangd for nagra av arterna slogs prov fran de tre par-
cellerna inom samma art och skordetillfélle ihop till ett samlingsprov for att prov-
méangden skulle récka till for in vitro-kérningarna.

2019. (Foto: Cecilia Mdller, SLU).

3.3 Gasmaétningar in vitro

Grésproverna inkuberades i ett in vitro-system med gasflodesmétare (Gas Ende-
avour, Bioprocess Control AB, Lund, Sverige) dar totalt 15 prover kunde inkuberas
per omgang. Gasflodesapparaturen var forsedd med flodescellsenheter som métte
individuellt gasflode fran varje inkubationsenhet, vilket skedde nar 2 ml gas acku-
mulerats. Bade den ackumulerade gasvolymen samt gasflodeshastigheten per tids-
enhet registrerades i en processor som normaliserade méatvérden (N) (1,0 standard
atmosfariskt tryck, 0°C och inget fuktinnehall).

Under varje omgang inkuberades 12 grasprover och tva kontrollprover med lag
(halm) respektive hdg (sukros) smaltbarhet samt en blank (som endast innehdll buf-
fert och inokulant) i forslutbara 500 ml glasflaskor. Alla glasflaskor var forsedda
med omrdrare som under hela inkuberingen roterade med ett forinstéllt intervall,
med undantag for tva glasflaskor dar omroérarna inte fungerade hela tiden under en
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av kdrningarna. Under varje intervall roterade omrérarna under 60 sekunder med en
hastighet av 40 varv/minut och var dérefter stilla under 60 sekunder innan riktningen
omvandes. Totalt analyserades 59 grasprover. Alla grasprover utom foderlosta fran
det fjarde skordetillfallet inkuberades i duplikat, vilket berodde pa en for liten
méngd prov som endast rackte till en kérning.

3.4 Insamling av faeces samt inkubering

Dagen fore inkuberingen forbereddes 7 | buffert med féljande koncentrationer per
liter: 5,80 g K:HPO4, 0,50 g (NH4)2HPO4, 1,00 g NaCl, 0,50 g MgS047H-0, 0,01 g
FeSO,7H,0, 0,10 g CaCl, och 8,50 g NaHCO:s tillsatt i avjoniserat vatten. Bland-
ningen forvarades i 38°C vattenbad med tillférsel av CO, samt var under omrérning
Over natt. Cirka en timme fore inkubation tillsattes 8,50 g NaHCOs till bufferten.
Under samma dag som inkuberingen startades vagdes 4 g grasprover samt kontroll-
prover in i glasflaskorna som placerades i 38°C vattenbad. Nér alla proverna var
forberedda samlades farsk track in fran tva slumpmassigt utvalda héstar ur en och
samma beséttning (undervisningshastar vid Inst. for kliniska vetenskaper, SLU).
Hastarna utfodrades med en grovfoderbaserad foderstat bestaende av hosilage med
en torrsubstanshalt pa 67,2 % och som inneholl 8,2 MJ omsattbar energi och 53 g
smaltbart raprotein/kg ts.

Tracken fran donatorhastarna samlades in direkt vid defekering i sterila sto-
macherpasar som forslots direkt i samband med insamling for att bibehalla en sa
anaerob miljé som mojligt och placerades i isolervaska med varmvattenflaskor for
att inte kylas av. Darefter blandades 200 g track fran vardera hast tillsammans med
2 | buffert under tillférsel av CO, och kordes i en Stomacher under 30 sekunder pa
Iag hastighet for att homogenisera tracken. Blandningen silades genom ett sall med
en maskstorlek pa 2 mm for att avskilja de storsta partiklarna. Darefter placerades
blandningen i ett 38°C vattenbad med tillforsel av CO,. Sedan tillsattes 300 ml buf-
fert i respektive glasflaska med invagda prov under tillforsel av CO,. Dérefter till-
sattes 100 ml av trackblandningen i inkuberingsflaskorna, flaskorna forslots, omro-
rarna startades och matningarna sattes igang, vilka pagick i totalt 24 timmar. Efter
varje korning laddades data for ackumulerad gasvolym och gasproduktion per tids-
enhet ned i Excelfiler. Kurvanpassning for de uppmatta vardena for gasprodukt-
ionen har ej genomforts.
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3.5 pH-matningar

Direkt efter avslutad 24 timmars inkubering méttes pH-vardet i samtliga inkubat-
ionsflaskor med en pH-meter (VWR pHenomenal® pH 1100 H, VWR International
AB, Stockholm, Sverige).

3.6 Statistiska analyser

Analysresultat fran kemisk sammanséttning, gasproduktion, fermentationshastighet
samt pH sammanstalldes i Microsoft Excel. Data fran analys av den kemiska sam-
mansattningen for betesproverna bearbetades statistiskt med hjalp av Statistical
Analysis System (SAS) (Version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Varians-
analys (tva-vags ANOVA) genomfordes med art och avbetningstidpunkt som fixa
faktorer och interaktionseffekter mellan art och avbetningstidpunkt undersoktes.
Skillnader dar P<0,05 ansags vara statistiskt skilda at. Parvisa jamforelser gjordes
enligt Tukey-Kramer metoden.

Korrelationsanalys genomfordes &ven med hjélp av SAS. Pearson korrelations-
koefficienter berdknades for samband mellan kemisk sammansattning (inklusive
pH) och ackumulerad gasvolym vid 6, 12 och 24 h. Korrelationer med P<0,05 an-
sags vara statistiskt sakerstallda.
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4 Resultat

4.1 Kemisk sammansattning

Effekt av grasart och avbetningstidpunkt pa kemisk sammansattning i betesproverna
presenteras i tabell 1. Det fanns interaktionseffekter mellan grasart och avbetnings-
tidpunkt for ts, aska, NDF, ADF, rp, fri glukos, sukros, fruktan samt total WSC men
inte for fri fruktos (tabell 1). Artskillnader for olika variabler redovisas darfor inom
respektive avbetningstidpunkt.
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Tabell 1. Effekt av art och avbetningstidpunkt p& genomsnittlig kemisk sammanséttning i betesprover. Prover har tagits vid upprepade tillfallen (avbetningstidpunkt)
fran samma parceller. NDF, neutral detergent fiber , ADF, acid detergent fiber (ADF), WSC, lattlosliga kolhydrater. Presenteras i g/kg ts om inget annat anges

Grasart Avbetning- Torrsubstans, Aska NDF ADF Réaprotein  Fri glukos  Fri fruktos Sukros Fruktan Total
stidpunkt g/kg WSC

Engelskt rajgrds  2019-07-03 360 101 512 279 72 32 44 18 99 193
Foderlosta 2019-07-03 357 106 571 333 87 33 36 15 27 112
Hundéxing 2019-07-03 344 93 563 308 64 26 37 16 83 161
Rorsvingel 2019-07-03 332 101 546 290 61 30 46 23 107 207
Timotej 2019-07-03 369 87 565 311 76 32 44 9 59 144
Angssvingel 2019-07-03 378 89 543 289 72 25 39 16 100 181
Engelskt rajgrds  2019-08-01 372 132 560 296 104 27 32 9 33 101
Foderlosta 2019-08-01 410 113 534 284 129 25 24 16 18 84
Hundéxing 2019-08-01 351 135 564 305 104 17 21 8 27 73
Rérsvingel 2019-08-01 322 124 581 293 103 27 33 12 34 107
Timotej 2019-08-01 438 94 543 267 96 29 31 8 52 120
Angssvingel 2019-08-01 407 112 587 290 113 24 28 8 31 91
Engelskt rajgrds  2019-09-02 402 126 548 293 121 23 23 35 18 99
Foderlosta 2019-09-02 435 122 532 286 136 18 13 49 15 96
Hundéxing 2019-09-02 364 152 540 296 118 10 11 40 23 83
Rérsvingel 2019-09-02 349 119 574 287 123 23 23 53 19 118
Timotej 2019-09-02 442 112 571 286 122 25 22 46 21 114
Angssvingel 2019-09-02 426 112 578 283 123 20 21 39 23 103
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Grasart Avbetning- Torrsubstans, Aska NDF ADF Raprotein  Fri glukos  Fri fruktos Sukros Fruktan Total
stidpunkt a/kg WsC
Engelskt rajgrds  2019-10-29 376 143 433 227 129 79 95 34 95 304
Foderlosta 2019-10-29 603 133 487 243 176 70 65 38 32 205
Hundéxing 2019-10-29 580 189 525 276 146 49 51 32 15 147
Rorsvingel 2019-10-29 424 191 484 252 135 70 77 28 44 220
Timotej 2019-10-29 442 199 498 254 126 63 67 18 49 197
Angssvingel 2019-10-29 431 161 470 241 138 73 79 21 38 211
Signifikansniva
Avbetningstidpunkt ok ek ok ok ok ok ek ek kk kk
Art ok NS o NS o bl ok o bl bl
Avbetningstidpunkt x art kel * ek xx ke * NS wx ekl ekl

NS, ej signifikant; *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001
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Avbetningstidpunkten paverkade inte NDF-innehallet pd samma satt for alla
grasarter, da foderlosta och hundéaxing hade samma innehall av NDF oavsett avbet-
ningstidpunkt. Tidpunkten for avbetning hade mer varierande inverkan pa NDF-
innehallet for de Gvriga grasarterna (figur 2).
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Figur 2. Genomsnittligt innehéll av neutral detergent fiber i olika grasarter provtagna vid olika avbet-
ningstidpunkter. Vid den forsta avbetningstidpunkten skiljde sig foderlosta och engelskt rajgras at
(P=0,03). Under det andra avbetningstillfallet skiljde sig foderlosta mot rérsvingel och &ngssvingel
samtidigt som timotej skiljde sig mot angssvingel (P<0,04). Vid den tredje avbetningstidpunkten
skiljde sig foderlosta mot rérsvingel, timotej och dngssvingel, samtidigt som hundéxing skiljde sig mot
angssvingel (P<0,04). Vid den fjarde avbetningstidpunkten fanns inga skillnader mellan arterna. Fel-
staplar anger medelfel.

Avbetningstidpunkten paverkade inte innehallet av total WSC pa samma satt for
alla grasarter da rorsvingel och éngssvingel hade samma innehall av WSC vid det
forsta och fjarde avbetningstillfallet. Engelskt rajgras hade samma WSC-halt mellan
den andra och tredje avbetningstidpunkten. Hundéxing och timotej hade samma in-
nehall av WSC vid de tre sista respektive tre forsta avbetningstidpunkterna. For de
ovriga avbetningstillfallena var inverkan av innehallet av WSC varierat mellan de
olika grasarterna (figur 3).
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Figur 3. Genomsnittligt innehall av lattlosliga kolhydrater (WSC) i olika grasarter provtagna vid olika
avbetningstidpunkter. Vid det forsta avbetningstillféllet skiljde sig foderlosta mot alla arter utom ti-
motej (P<0,04) samtidigt som timotej skiljde sig mot engelskt rajgras och rérsvingel (P<0,04). Under
den andra avbetningstidpunkten skiljde sig foderlosta mot timotej (P=0,03) samtidigt som hundéxing
skiljde sig mot rérsvingel och timotej (P<0,04). Vid det tredje avbetningstillfallet fanns inga skillnader
mellan arterna. Vid det fjarde avbetningstillfallet skiljde sig engelskt rajgrés mot hundéxing och ti-
motej (P<0,03). Felstaplar anger medelfel.

Vid det fjarde avbetningstillfallet var innehallet av glukos hogre hos alla grasar-
ter i jamforelse med de dvriga avbetningstidpunkterna. Inverkan av avbetningstid-
punkt pa glukosinnehallet varierade for de olika grasarterna vid 6vriga tidpunkter.
Endast foderlosta hade en glukoskoncentration som skiljde sig at mellan samtliga
avbetningstidpunkter (figur 4).
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Figur 4. Genomsnittligt innehdll av glukos i olika grasarter provtagna vid olika avbetningstidpunkter.
Vid den forsta avbetningstidspunkten fanns en skillnad mellan foderlosta och &ngssvingel (P<0,05).
Vid det andra samt tredje avbetningstillfallet skiljde sig hundéxing mot rérsvingel och timotej
(P<0,04). Det fanns inga skillnader mellan arterna vid det fjarde avbetningstillfallet. Felstaplar anger
medelfel.

Vid det tredje avbetningstillfallet var innehallet av sukros hogre an vid det forsta
och andra avbetningstillfallet hos samtliga grasarter. De fanns varierad inverkan pa
sukros-innehallet vid de 6vriga avbetningstidpunkterna for de olika grasarterna (fi-
gur 5).
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Figur 5. Genomsnittligt innehall av sukros i olika grasarter provtagna vid olika avbetningstidpunkter.

Vid den forsta avbetningstidpunkten skiljde sig timotej mot alla andra gréasarter (P<0,01) samtidigt
som rorsvingel skiljde sig mot foderlosta, hundaxing och angssvingel (P<0,008). Vid det andra
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avbetningstillfallet skiljde sig foderlosta mot alla arter utom rérsvingel (P<0,03). Det fanns inga skill-
nader mellan grésarter vid de tredje och fjarde avbetningstillféllena. Felstaplar anger medelfel.

Avbetningstidpunkten paverkade inte innehallet av fruktan pa samma sétt for de
olika grasarterna (figur 6). Hundaxing och &ngssvingel hade samma innehall av
fruktan vid de tre sista avbetningstidpunkterna. Tidpunkten for avbetning hade mer
varierad inverkan pa fruktaninnehallet for de 6vriga grasarterna (figur 6).
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Figur 6. Genomsnittligt innehall av fruktan i olika grésarter provtagna vid olika avbetningstidpunkter.
Vid det forsta avbetningstillfallet skiljde sig foderlosta mot alla andra grésarter (P<0,03) samtidigt som
timotej skiljde sig mot alla andra arter utom hundéxing (P<0,006). Vid den andra avbetningstidpunkten
skiljde sig timotej mot alla andra grésarter (P<0,05). Det fanns inga skillnader mellan arter vid det
tredje avbetningstillfallet. Vid den fjarde avbetningstidpunkten skiljde sig engelskt rajgrés mot alla
andra grasarter (P<0,05) samtidigt som hundéxing skiljde sig mot rérsvingel och timotej (P<0,02).
Felstaplar anger medelfel.

Vid den forsta avbetningstidpunkten var innehallet av raprotein lagre for samt-
liga grasarter i jamforelse med de 6vriga avbetningstidpunkterna. Dessa avbetnings-
tillfallen hade varierad inverkan pa raproteinhalten i de olika grasarterna. Endast
angssvingel hade samma innehall av raprotein vid alla avbetningstidpunkter utom
den forsta (figur 7).
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Figur 7. Genomsnittligt innehall av raprotein i olika grisarter provtagna vid olika avbetningstidpunk-
ter. Vid det forsta avbetningstillféallet skiljde sig foderlosta mot alla andra grésarter (P<0,01) samtidigt
som rorsvingel skiljde sig mot engelskt rajgras, timotej och angssvingel (P<0,03). Vid detta tillfalle
skilje sig &ven hundéxing mot timotej (P=0,01). Vid den andra avbetningstidpunkten skiljde sig foder-
losta mot alla andra arter utom &ngssvingel (P<0,003). Vid det tredje avbetningstillfallet skiljde sig
foderlosta mot alla andra gréasarter (P<0,03). Det fanns inga skillnader mellan arter vid det fjarde av-
betningstillfallet. Felstaplar anger medelfel.

4.2 Gasmatningar in vitro med hasttrack som inokulant

Totalt ackumulerad gasvolym over 24 h inkubation for samtliga grésarter och kon-
trollprov presenteras i figur 8-11. Vid de tre forsta avbetningstillféllena var kur-
vorna for totalt ackumulerad gasvolym relativt lika mellan och inom grésart med
undantag for foderlosta (figur 8-10). Vid det sista avbetningstillfallet var kurvorna
for totalt ackumulerad gasvolym mer olika mellan grésarterna &n vid de 6vriga av-
betningstillfallena (figur 11).
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Figur 8. Total gasvolym i Nml 6ver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de olika
grasarterna vid det forsta avbetningstillfallet (2019-07-03) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgéangar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 9. Total gasvolym i Nml éver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de olika
grésarterna vid det andra avbetningstillfallet (2019-08-01) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) frdn samtliga omgangar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 10. Total gasvolym i Nml 6ver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de olika
grasarterna vid det tredje avbetningstillfallet (2019-09-02) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgangar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 11. Total gasvolym i Nml 6ver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de olika
grésarterna vid det fjarde avbetningstillfallet (2019-10-29) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) frdn samtliga omgangar. Felstaplar anger medelfel.
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4.3 Fermentationshastighet

Fermentationshastighet ver 24 h inkubation for samtliga grésarter och kontrollprov
presenteras i figur 12-15. Kurvorna éver fermentationshastigheten mellan och inom
grésart verkade vara olika mellan de olika avbetningstillfallena (figur 12-15). Pro-
ver fran det sista avbetningstillfallet verkade avvika i kurvans utseende gentemot de
tidigare avbetningstillfallena.
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Figur 12. Fermentationshastighet i Nml/h 6ver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de
olika grésarterna vid det forsta avbetningstillfallet (2019-07-03) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgéngar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 13. Fermentationshastighet i Nml/h éver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de
olika grésarterna vid det andra avbetningstillfallet (2019-08-01) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgéngar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 14. Fermentationshastighet i Nml/h éver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de
olika grésarterna vid det tredje avbetningstillféllet (2019-09-02) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) frdn samtliga omgangar. Felstaplar anger medelfel.
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Figur 15. Fermentationshastighet i Nml/h éver 24 h i genomsnitt fran tva replikata inkubationer for de
olika grésarterna vid det fjarde avbetningstillfallet (2019-10-29) samt genomsnitt for kontroller (halm,
sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgéngar. Felstaplar anger medelfel.

4.4 pH-matningar

Uppmatt pH-vérde efter 24 h inkubering for samtliga grésarter och kontrollprov pre-
senteras i figur 16. Uppmatta pH véarden mellan de olika avbetningstidpunkterna och
grasarterna varierade fran 6,74-6,94.
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Figur 16. pH vardet efter 24 h inkubering, medel fran tva replikata inkubationer for de olika grasarterna
samt medel for kontroller (halm, sukros, blank (=buffert)) fran samtliga omgangar. Felstaplar anger
medelfel.

4.5 Grasprovernas kemiska sammansattning och dess
korrelation till gasproduktion in vitro

Den ackumulerade gasvolymen vid 6, 12 och 24 h hade bade positiva och negativa
linjara samband med kemisk sammansattning och pH (tabell 2). Negativa korrelat-
ioner aterfanns mellan den ackumulerade gasvolymen (vid alla tidpunkterna) och
koncentrationerna av ADF och NDF samt pH (tabell 2). Positiva korrelationer ater-
fanns mellan ackumulerad gasvolym vid 6 h och de resterande variablerna utom
sukroshalten (tabell 2).

Koncentrationen av total WSC hade hogst korrelation med total gasvolym vid 6
och vid 12 h, och korrelationskoefficienterna var positiva (tabell 2). Innehallet av
glukos och fruktos var positivt korrelerade med total gasvolym vid 6 och vid 12 h,
men inte vid 24 h. Total gasvolym vid 24 h hade starkast korrelationskoefficient
med grasets innehall av ADF foljt av NDF, och korrelationskoefficienterna var ne-
gativa (tabell 2).
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Tabell 2. Pearson korrelationskoefficienter mellan total gasvolym vid in vitro-fermentation vid 6, 12
och 24 h och kemisk sammanséttning i grasprover. Samtliga sex grasarter som provtagits vid fyra
olika tidpunkter ingick i datasetet. pH matt efter 24 h inkubering

6h 12h 24h
pH -0,47%* -0,56** -0,56**
Glukos 0,85*** 0,64*** 0,31
Fruktos 0,85*** 0,69*** 0,35
Sukros 0,25 0,31 0,30
Fruktan 0,41* 0,52** 0,44*
Lattlésliga kolhydrater 0,86*** 0,82*** 0,54**
Neutral detergent fiber -0,77%** -0,71%** -0,54**
Acid detergent fiber -0,77*** -0,75%** -0,63***
Raprotein 0,39* 0,25 0,16

*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,0001 for korrelationen
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5 Diskussion

5.1 Kemisk sammansattning

Under betessasongen &r betesgraset i ett dynamiskt tillstand och paverkas av flera
komplexa processer. En vélskdtt betesmark som erbjuder tillréckligt med gras och
néring kan mota hastens naringsbehov under betessdsongen (Longland, 2012). | en
global enkatundersokning har héstagare rapporterat att manga hastar har tillgang till
betesgras men av vilka arter framgar inte, samtidigt som det verkar finnas en viss
okunskap gallande utfodring till hast (Murray et al., 2015). Med resultaten fran den
hér studien finns det moéjlighet att 6ka medvetandegraden hos hastagare med avse-
ende pa kolhydratsammansattning och hur det skulle kunna paverka gasprodukt-
ionen i hastens grovtarm. Att halla hastar pa bete har fordelar vad géller ekonomiska
aspekter for hastagaren samt héstens majlighet att uttrycka naturliga beteenden och
social interaktion, samtidigt som det medfor risk for dverkonsumtion och betesrela-
terade hélsoproblem (Longland, 2012; Hoskin & Gee, 2011). Det &r tidigare kant att
betesgrasets naringsmassiga kvalitet paverkas av bland annat repetitiv avbetning,
grésets genetiska kapacitet, botaniskt utvecklingsstadium, klimat och gddsling (Jen-
sen et al., 2014; Virkajarvi et al., 2012; McDonald et al., 2011; Steward & Hayes,
2011; Cop et al., 2009; Thorvaldsson et al., 2007; Delagarde et al I., 2000; Donaghy
& Fulkerson, 1997). | den har studien fanns det interaktionseffekter mellan grésart
och avbetningstidpunkt for bland annat innehéllet av NDF, raprotein och WSC, vil-
ket medfor att grasarterna kan ha olika naringsinnehall vid de olika avbetningstid-
punkterna. Alla grasarter svarade inte likadant pa upprepad simulerad avbetning un-
der en betessésong, trots att de odlats pa samma plats, gddslats och “betats” pa
samma sétt och darmed utsatts fér samma omgivande miljéfaktorer. Det innebér att
artskillnader mellan grasen kan vara viktiga att ta hansyn till for olika hastkategorier
som ska hallas pa bete.
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Innehallet av WSC i bete &r av sarskilt intresse for hast eftersom ett hogt intag
kan bidra till utveckling av bland annat fang, bade via grovtarmsstorningar som an-
tas bero pa hogt fruktanintag och via hoga insulinhalter som svar pa hogt glukosin-
tag (Bamford et al., 2014, Ince et al., 2014; Longland & Byrd, 2006; Al Jassim et
al., 2005). 1 en brittisk studie rapporterades att de flesta fallen av fang intraffade
under forsommaren (Menzies-Gow et al., 2010). | den hér studien saknas dock be-
tesprover fran denna period, vilket hade varit intressant att undersoka da tidigare
studier pavisat hoga WSC-halter bade under var och hést (Rivero et al., 2019; Kagan
et al., 2011). | den foreliggande studien var innehallet av WSC hdgst vid sista av-
betningstidpunkten for de flesta grésarter, vilket &r ett resultat av grasets férsvar mot
kallare temperatur (Sanada et al., 2007; Atkin & Tjoelker, 2003). Detta kan medféra
att det finns en okad risk for utveckling av fang under senare delen av betessasongen
nar den omgivande temperaturen sjunker. Hogst innehall av WSC pavisades i eng-
elskt rajgras vid sista avbetningstidpunkten samtidigt som hundéxing hade lagst in-
nehall av WSC vid denna tidpunkt.

Innehallet av fruktan och total WSC var for majoriteten av grasarterna hogst vid
det forsta och sista avbetningstillfallet. Vid dessa avbetningstidpunkter stod inne-
hallet av fruktan for 10-55 % av den totala WSC fraktionen. Den hoga fruktanhalten
vid sista avbetningstidpunkten stammer dverens med tidigare studier dar innehallet
av WSC varit hogt under hosten nér den omgivande temperaturen minskat (Rivero
et al., 2019), vilket har lett till en 6kad ackumulering av fruktan som férberedelse
hos plantan infér den kommande vintern (Sanada et al., 2007). Den hégsta uppmatta
fruktanhalten i denna studie var 107 g/kg ts hos rorsvingel vid forsta avbetningstid-
punkten. FOr hastar pa bete som pavisats kunna konsumera upp till 4,9 % av sin
kroppsvikt (KV) i kg ts/dygn (Longland et al., 2011), innebér detta en daglig kon-
sumtion pa 5,2 g fruktan/kg KV. Denna mangd ar drygt halften av de fruktandoser
som anvants for att framkalla fang i experimentella studier (Milinovich et al., 2008).
Inducerad fang kan dock inte likstéllas med fang som uppkommer spontant pa bete,
eftersom fruktantypen inulin anvants for att framkalla fang (Milinovich et al., 2008),
vilken skiljer sig i bade bindningstyp och kedjeléangd fran levan som &r den vanlig-
aste typen av fruktan i betesgrds (McDonald et al., 2011; Nelson & Spollen, 1987).
Vidare forskning behévs dock for att fa kunskap om hur fruktaner bryts ner i hastens
digestionskanal sa att en utvardering av fruktanhaltens betydelse i betesgras for hast
kan goras.

For ett betesgras med lagt innehall av fruktaner eller WSC kan foderlosta och
hundéxing vara lampliga arter, da dessa hade Iaga halter dver de olika avhetnings-
tidpunkterna i den hér studien. Timotej hade samma halter av bade fruktan och WSC
som hundéxing vid forsta avbetningstidpunkten, men halterna 6kade till relativt
hoga nivaer vid de senare avbetningstillfallena. Darmed kan timotej vara en lamplig
grasart under ett avbetningstillfalle efter en forsta skérd, men inte vid upprepad
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avbetning om malsattningen &r att uppna laga nivaer av fruktaner eller WSC. De
dvriga grasarterna pavisade hogre innehall av fruktan respektive WSC 6ver de olika
avbetningstidpunkterna och dr darmed mindre ldmpliga som betesgrds om syftet ar
ett 1agt innehall av densamma.

Det ar dock inte enbart mangden WSC i betesgras som ar av intresse eftersom
bade koncentration och sméltbarhet av fiber ar det som i storst utstrackning bestam-
mer hur mycket av grasets energiinnehall som hasten kan utnyttja (Harris et al.,
2009). Betesgrasets innehall av NDF Okar och raprotein minskar i takt med ¢kad
plantmognad samtidigt som sméltbarheten minskar till féljd av ¢kad lignifiering
(Sarkijarvi et al., 2012b; McDonald et al., 2011). | den hér studien skérdades gras-
arterna upprepade ganger for att simulera avbetning under en betessasong och dér-
med skordades betesproverna i ett relativt tidigt botaniskt utvecklingsstadium. In-
nehallet av NDF och raprotein varierade mellan de olika grasarterna och avbetnings-
tidpunkterna. For de flesta grasarter var innehallet av NDF lagst vid sista avbet-
ningstidpunkten och innehallet av raprotein var hogt, vilket tyder pa att graset vid
sista avbetningstidpunkten skordades i ett tidigare botaniskt utvecklingsstadium an
vid de dvriga avbetningstillfallena. Detta stammer aven 6verens med innehallet av
glukos och sukros som var hogt vid denna avbetningstidpunkt i den hér studien,
vilket &r i linje med tidigare studier déar hogst koncentration av glukos och sukros
har uppmatts i tidigt utvecklingsstadium (Chatterton et al., 2006; Shewmaker et al.,
2006). En minskad temperatur hdmmar ackumuleringen av fiber i betesgraset
(McDonald et al., 2011; Thorvaldsson et al., 2007), vilket aven kan forklara varfor
innehallet av NDF var lagre vid det sista avbetningstillfallet da temperaturen for-
modligen var lagre. Detta har i tidigare studier pavisats dér gras som skordats upp-
repade ganger haft en hogre sméltbarhet under sensommaren till foljd av det lagre
innehallet av fiber (Thorvaldsson et al., 2007). Detta ar delvis en konsekvens av den
lagre temperaturen (Thorvaldsson et al., 2007), men &ven tiden mellan avbetnings-
tillfallena som inverkar pa atervaxtmajligheten.

5.2 Total gasvolym

Den totala gasproduktionen vid 6 h paverkades mest av innehallet av total WSC
varav framst glukos och fruktos samtidigt som innehéllet av ADF och NDF hade en
negativ korrelation med gasproduktionen vid 6 h. Detta medfor att ett hogre innehall
av WSC och fiber bidrar till en storre respektive lagre ackumulerad gasvolym efter
6 h. Vid 12 h pavisades samma monster dar korrelationskoefficienten mellan glukos
eller fruktos och gasvolymen minskat och vid 24 h pavisades ingen korrelation mel-
lan innehallet av glukos eller fruktos och gasproduktionen, samtidigt som den nega-
tiva korrelationen med ADF och NDF blivit lagre. Detta tyder pa att desto langre
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fermentationen in vitro fortskrider, desto mindre viktiga blir glukos och fruktos som
substrat.

Den stdrsta andelen av den totalt ackumulerade gasvolymen vid 24 h hade bildats
vid 12 h. Vid denna tidpunkt sag innehallet av WSC mellan de olika grasarterna ut
att stdmma 6verens med respektive gasproduktionskurva mellan grasarter och av-
betningstidpunkter, da ett 1agt eller hogt innehall av WSC verkade bidra till 1ag re-
spektive hdg gasproduktion. Detta var som mest tydligt vid sista avbetningstidpunk-
ten dar gaskurvorna sag mest olika ut, da dven engelskt rajgras och hundaxing hade
hogst respektive lagst koncentration av WSC. Innehallet av WSC hos dessa grasar-
ter stammer 6verens med resultat fran en tidigare studie som ocksa pavisat héga och
laga WSC-koncentrationer hos engelskt rajgrés respektive hundaxing (Jensen et al.,
2014). Det ar tidigare pavisat att NSC fermenteras snabbare an strukturella kolhyd-
rater vid in vitro-inkubering (Elghandour et al., 2016), vilket innebar att hdg NSC-
halt kan bidra till en stérre gasvolym under tidig inkubering. Vid de tre forsta av-
betningstillfallena verkade foderlosta ha en mindre volym producerad gas an de 6v-
riga grasarterna. Foderlosta har tidigare pavisats ha ett hogt innehall av NSC (Zhao
et al., 2008), vilket inte stammer dverens med resultaten i den hér studien. Foder-
losta verkade inte klara att atervéxa vid den upprepade avbetningen, vilket kan bero
pa att den eroderat sina energireserver som resulterat i ett lagre innehall av WSC.
Denna art ar framst forekommande i slattervallar (Fogelfors, 2012), och &r mindre
lamplig som betesgrés.

| senare delen av inkuberingen hade den negativa korrelationen mellan méngden
producerad gas vid 24 h och innehallet av fiber blivit lagre an vid 6 och 12 h. Detta
medfor att ett hogre innehall av NDF bidrar till Iagre gasproduktion vid 24 h, vilket
ser ut att stdmma Overens med resultaten i den hér studien. Hos de flesta grasarter
var innehallet av NDF lagst vid sista avbetningstidpunkten da kurvorna over total
gasvolym vid 24 h sag ut att uppna hogre varden an vid de andra avbetningstidpunk-
terna. Vid sista avbetningstidpunkten var betesgréset i ett tidigt botaniskt utveckl-
ingsstadium, vilket darmed bidrog till en hégre sméltbarhet av organisk substans
(McDonald et al., 2011; Sarkijarvi et al., 2012b). Detta stdmmer éverens med tidi-
gare studier dér grésprover skordade i ett tidigt botaniskt utvecklingsstadium har
bidragit till en hogre total gasproduktion in vitro, som minskat med 6kad plantmog-
nad (Ersahince & Kara, 2017; Cone et al., 1998).

5.3 Fermentationshastighet

Fermentationshastigheten &r av sarskilt intresse for hast dar en alltfér snabb pro-
duktion av gas som dverstiger kapaciteten for upptag av gasen i tarmen kan leda till
att hasten drabbas av gaskolik (Frape, 2010). Ett hogt innehall av WSC bidrar till en
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snabb fermentation in vitro (Elghandour et al., 2016) och da framst under tidig in-
kubering, vilket korrelationskoefficienterna i denna studie ocksa tyder pa. Hogst in-
nehdll av WSC pavisades for de flesta grasarter vid sista avbetningstidpunkten.
Detta ser ut att stamma Gverens med kurvorna for fermentationshastigheten som
verkade vara snabbast vid sista avbetningstillfallet for samtliga grasarter. Vid denna
avbetningstidpunkt hade engelskt rajgrds och hundéxing den hdgsta respektive
lagsta uppmatta halten av total WSC. Hundaxing som hade 1ag fermentationshastig-
het vid sista avbetningstidpunkten hade hégst innehall av NDF. Detta var dock inte
fallet med engelskt rajgras som hade ett lagre innehall av NDF, vilket stimmer 6ver-
ens med tidigare studier som pavisat ett lagre innehall av NDF hos engelskt rajgras
i jamforelse med andra grasarter (Thorvaldsson et al., 2007). Detta medfor att fer-
mentationshastigheten inte enbart verkar kunna forklaras av innehallet av WSC och
NDF.

Vid sista avbetningstidpunkten utgjorde fruktaner en storre andel av den totala
WSC fraktionen hos engelskt rajgras an hos de évriga grasarterna. Det har tidigare
pavisats att ett hogt innehall av fruktaner bidrar till en snabbare fermentation in vitro
(Ince et al., 2014). Detta kan dock inte forklara fermentationshastigheten hos eng-
elskt rajgréds, men daremot kan fruktanerna i engelskt rajgrés haft en langre kedje-
langd, vilket resulterar i en langsammare fermentation jamfort med fruktaner med
kortare kedjelangd (Ince et al., 2014). Detta kan vara forklaringen till varfor fer-
mentationshastigheten fér engelskt rajgras ser mer annorlunda ut &n for de andra
arterna vid sista avbetningstidpunkten.

5.4 pH

Fruktaner och hydrolyserbara kolhydrater har en snabb fermentationshastighet om
de nar grovtarmen hos hést (Hoffman et al., 2001; Hoffman, 2009), vilket genom
Okad laktatproduktion kan resultera i grovtarmsacidos och vidare bidra till utveckl-
ing av fang via endotoxinemi (Ince et al., 2014; Al Jassim et al., 2005). pH-vardet
efter avslutad inkubering in vitro paverkas av mangden buffert i férhallande till sub-
strat, men kan ge en viss indikation pad mangden producerad VFA och laktatpro-
duktionen fran fermentationen (Elghandour et al., 2016). Det uppmaétta pH-vérdet
for samtliga grésarter och avbetningstillfallen var dock néra varden som tidigare
uppmitts i grovtarmen hos hastar pa bete (Mackie & Wilkins, 1988), vilket indikerar
att proportionerna av substrat och buffert i den hér studien gett liknande pH-véarden
som tidigare uppmatts in vivo. | tidigare studier dar fang har framkallats genom
Overkonsumtion av fruktaner har pH-vérdet i cecum sjunkit under 5 (Milinovich et
al., 2008). Ett s& pass lagt pH uppmattes inte ens for kontrollprovet med hog smalt-
barhet (sukros) i detta arbete, vilket delvis forhindras med buffertldsningen som
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anvandes. Anvandning av buffertlésning ar nddvéndig eftersom det ar ett stangt sy-
stem déar producerad VFA som normalt absorberas och darmed forhindrar en sur
miljo forblir kvar i inkuberingsflaskorna (Cone et al., 1998).

5.5 Gasproduktionstekniken

Betesproverna i detta arbete innehdll fraktioner som bland annat hydrolyserbara kol-
hydrater, fett och protein som generellt bryts ned i tunntarmen hos hasten (Frape,
2010; Hoffman, 2009). Detta medfor att dessa fraktioner vid in vitro-inkubation fer-
menteras av mikroorganismerna och bidrar till gasproduktionen genom produkt-
ionen av VFA (Blimmel & @rskov, 1993; Beuvink & Spoelstra, 1992). Tidigare in
vitro-studier har pavisat att fett och protein bidrar till en relativt liten mangd gas i
forhallande till kolhydraternas bidrag (Cone & Gelder, 1999; Menke et al., 1979). |
den har studien pavisades en positiv korrelation mellan innehallet av raprotein samt
ackumulerad gasvolym vid 6 h, men ingen korrelation pavisades vid 12 eller 24 h.
Det &r kant att olika substrat kan resultera i varierad proportion av de olika syrorna
samt mangden gas som produceras (Blimmel & @rskov, 1993), vilket medfor att
det vidare hade varit intressant att titta pa proportionen av den VFA som producerats
for att veta vilka mikroorganismgrupper som varit aktiva i fermenteringen.

Vid in vitro forsok ar det av intresse att efterlikna fysiologiska forhallanden som
sker in vivo (Coles et al., 2005), vilket medfér att enzymatisk forbehandling innan
inkubering kan vara aktuellt for att i storre utstrackning efterlikna digestion som
sker innan fodret passerar till grovtarmen. Sockerarterna glukos, fruktos och sukros
bryts ner enzymatiskt innan de absorberas i tunntarmen (Frape, 2010; Hoffman,
2009), vilket medfor att dessa sockerarter inte bidrar till nagon gasproduktion i has-
tens grovtarm. Detta ar dock inte fallet vid in vitro-fermentering da glukos och fruk-
tos bidrar till den totala gasvolymen vid 6 och 12 timmar enligt korrelationskoeffi-
cienterna i den hér studien. Fruktanernas nedbrytning i héstens digestionskanal &r
inte helt klarlagt och en viss méngd verkar kunna brytas ner fére grovtarmen (Bach-
mann et al., 2019; Coenen et al., 2006), vilket darmed inte skulle ge upphov till
nagon gasbildning in vivo. Andra studier antar dock att fruktanerna passerar mer
eller mindre ofgréndrade till grovtarmen dar mikrobiell fermentering av dem sker
(Longland et al., 2012; Hoffman et al., 2001). Resultaten fran korrelationskoeffici-
enterna i den héar studien tyder dock pa att fruktanerna bidrar till gasproduktion vid
in vitro-fermentering vid 6, 12 och 24 timmars inkubering.

Trots detta har en tidigare in vitro-studie pavisat att férbehandling med pepsin
och a-amylas inte ar nodvandigt for fiberrika fodermedel, da forbehandlade och icke
forbehandlade grovfoderprover inte uppvisade nagon storre skillnad i gasprodukt-
ionen eller sméltbarhet av organisk substans (Abdouli & Attia, 2007). Detta tyder
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pa att enzymatisk forbehandling med pepsin och a-amylas inte heller &r nédvandig
for betesgréds som daremot har en viss skillnad i kemisk sammanséattning mot
havrehé som anvandes i studien av Abdouli & Attia (2007). Daremot pavisades en
betydligt storre skillnad i gasproduktion hos de kraftfodermedel (korn och sojamjol)
som anvéndes (Abdouli & Attia, 2007), vilket medfdr att enzymatisk férbehandling
med pepsin och a-amylas &r mer relevant for dessa typer av fodermedel som har ett
hogre innehall av protein och starkelse.

Betesproverna som anvandes i detta arbete hade endast forberetts genom fortork-
ning och malning, vilket ar vanligt i in vitro-studier med métning av gasproduktion.
Detta skulle kunna paverka den totala gasproduktionen och fermentationshastig-
heten genom 6kad mikrobiell nedbrytning (Murray et al., 2010; Calabro et al., 2005;
Lowman et al., 2002). Lowman et al. (2002) pavisade en 6kad gasproduktion forst
nér foderproverna malts under 1,2 mm, vilket & mindre &n 1,6 mm som tidigare
studier har pavisat att hastar maler fiberrika fodermedel till i munhélan (Meyer et
al., 1975). Detta medfor att malningen i den har studien inte borde ha paverkat gas-
produktionen i nagon storre utstrackning. Det behdvs mer forskning for att under-
soka vilken partikelstorlek och vilken férbehandling som ar mest lamplig vid in
vitro-studier for att i storre utstrdckning efterlikna det som sker in vivo hos hést.

Hastens mikrobflora ar komplex och skiljer sig at mellan olika delar av digest-
ionskanalen (Salem et al., 2018; Grimm et al., 2017; Costa et al., 2015). Detta med-
for att tracken som anvands for in vitro-inkubation inte nédvandigtvis speglar den
mikrobiella ssmmanséttningen och aktiviteten som sker in vivo i alla delar av mag-
tarmkanalen. Trots detta har tidigare studier inte pavisat skillnader i gasproduktion
nar track och vatska fran cecum anvants som inokulant vid in vitro fermentation
(Murray et al., 2014). Det ar sedan tidigare ként att donatorhéstarnas utfodring kan
paverka den mikrobiella sammansattningen och aktiviteten i tracken (Grimm et al.,
2017; Murray et al., 2009; Rymer et al., 2005), vilket medfor att det ar fordelaktigt
att anvanda track fran mer an en hast vid in vitro-fermentationer. | detta arbete sam-
lades track in fran tva slumpmassigt utvalda hastar i samma besattning som utfod-
rades med en grovfoderbaserad foderstat. Det hade dock varit intressant att anvénda
donatorhastar som gick pa bete for att efterlikna betesgangen i storre utstrackning,
vilket dock inte var majligt i den hér studien da den genomfordes under varvintern.

Aven om kemiska analyser ger god information om betesgrésets naringsinnehall
sa ger det inte tillrackligt med information for att utvardera det sanna naringsvardet.
Med gasproduktionstekniken kan dock den mikrobiella nedbrytningen utvarderas
(Santos et al., 2012; Murray et al., 2005; Murray et al., 2009). Dessa in vitro-studier
kraver inga fistulerade forsokshastar och &r ett snabbt och kostnadseffektivt alterna-
tiv till in vivo-studier (Murray et al., 2005; Santos et al., 2012). Avsaknaden av
standardiserade metoder for anvandning av hdsttrack som inokulant &r en nackdel
med in vitro-studier (Franzan et al., 2018), dels eftersom det medfor svarighet att
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jamfora resultat mellan studier samt att de bor associeras med in vivo-studier for att
nagra sakra slutsatser ska kunna dras. Vidare studier behévs darmed for att standar-
disera gasproduktionstekniken med anvandning av hasttrack som inokulant.

5.6 Begransningar i studien

| detta projekt saknades replikat fran matning av gasproduktionen for de olika grés-
arterna och avbetningstidpunkterna, vilket medforde att det inte gick att dra nagra
slutsatser avseende skillnader i gasproduktionen in vitro mellan arter och avbet-
ningstidpunkter. Anledningen till detta var den bristande provmangden, vilket gav
en indikation pa att grasarter som foderlosta hade en lag atervaxt under simulerad
avbetning och kan darmed vara mindre lampligt som betesgras.

| den hér studien har grasarter som odlats i renbestand anvants for att kunna un-
dersoka effekten av art som var av intresse. Detta speglar dock inte fullt ut hur det
ser ut pa de flesta hastgardar. Grasarter som foderlosta och timotej &r arter som
framst forekommer i slattervallar (Fogelfors, 2012) och ar darmed mindre vanliga
betesgras. De Ovriga arterna i den har studien &r daremot arter som férekommer i
storre utstrackning pa bete (Fogelfors, 2012). Det har tidigare pavisats i faltforsok
att dessa olika grésarter har en varierande hardighet och konkurrenskraft (Halling,
2012). Det hade vidare varit intressant att undersoka hur dessa gréasarter hade upp-
tratt i blandbestand med tanke pa bland annat konkurrenskraft, tramptalighet och
intensitet pa avbetning. Detta eftersom intensiteten pa avbetningen kan paverka in-
nehallet av bland annat fruktaner under nastkommande betessésong (Benot et al.,
2018), vilket medfor att det bor undersokas under mer &n en betessésong.

5.7 Slutsats

Det fanns interaktionseffekter mellan gréasart och avbetningstidpunkt pa den ke-
miska sammansattningen i prover fran sex olika grasarter som provtagits vid fyra
olika tidpunkter under en betessasong. Det betyder att alla grasarter inte svarade
likadant pa upprepad avbetning. Foderlosta verkade inte klara den upprepade avbet-
ningen pa grund av lag atervaxt. Engelskt rajgras hade ett hogt innehall av WSC och
Iagt innehall av fiber samtidigt som hundaxing hade ett Iagt innehall av WSC och
hogt innehall av fiber i relation till de Gvriga gréasarterna. Innehallet av WSC och
fiber hade positiv respektive negativ korrelation med den totala gasproduktionen vid
in vitro-fermentering med hésttrack som inokulant. Dessa skillnader kan ha poten-
tiell inverkan pa hastens grovtarmsfermentation, vilket indikerades genom matning
av gasproduktion i in vitro-system i den hér studien. Olika grasarter kan darmed ha
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en varierad lamplighet for olika kategorier av héstar under en betessasong. Hypote-
sen om gasproduktion kunde inte utvarderas pa grund av bristande provmangd.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

For manga hastar utgor betesgras en stor del av dieten under sommaren. Ett
valskott och anpassat bete kan méta hastens naringsbehov under betessésongen. Det
har aven ekonomiska fordelar for hastdgaren och ger hasten moéjlighet att uttrycka
naturliga dtbeteenden och social interaktion. Grés bestar till storsta delen av kolhyd-
rater som bryts ned i olika delar av héstens mag-tarmkanal. Kolhydraterna delas in
i strukturella och icke-strukturella, beroende pa deras funktion i véxten. Innehallet
och balansen mellan de olika kolhydraterna férandras standigt genom den uppre-
pade avbetningen. Det paverkas dven av bland annat grasart och vilken mognadsfas
graset befinner sig i samt omgivande klimatfaktorer.

De strukturella kolhydraterna kallas &ven fibrer och &r den storsta andelen kol-
hydrater i gras. | vart klimat utgors de icke-strukturella kolhydraterna av socker och
fruktaner. De kallas tillsammans ocksa for lattlosliga kolhydrater. Att halla hastar
pa bete kan medfdra en risk for 6verkonsumtion av lattlosliga kolhydrater som kan
leda till utveckling av bland annat fang. Innehallet av lattlosliga kolhydrater ar en
komplex process och fluktuerar bade 6ver dygnet och under betessasongen. Halten
av dessa ar generellt hogst under varen och under hosten nar temperaturen sjunker.
Det ar for att graset omfordelar socker mellan rétter och gréna vaxtdelar for att
skydda sina celler fran att skadas av frost.

Hos hast sker den huvudsakliga nedbrytningen av betesgraset i grovtarmen av
hastens tarmflora som bestar av manga olika mikroorganismer. Det &r denna ned-
brytning av fiber som avgor hur mycket energi fran gréaset hasten kan utnyttja och i
samband med nedbrytningen bildas gaser. Om graset innehaller stora mangder latt-
lésliga kolhydrater kan det orsaka storningar i tarmfloran som Okar risken for ut-
veckling av kolik och fang. Denna nedbrytning ar svar att méata, men kan uppskattas
laborativt genom att mata volymen gas som produceras nér grasprover inkuberas
tillsammans med en aktiv mikrobflora. Denna metod &r relativt snabb, billig och kan
utforas utan fistulerade forsokshastar. | den har studien undersoktes innehallet av
olika kolhydrater och gasproduktionen hos sex olika grasarter som provtagits upp-
repade ganger under en betessasong. De gréasarter som undersoktes var engelskt raj-
gras, foderlosta, hundéxing, rorsvingel, timotej och dngssvingel. Dessa odlades pa
samma plats och behandlades likadant for att kunna studera skillnader mellan ar-
terna.

Resultatet visade att halten av de olika kolhydraterna berodde bade pa art och
betestidpunkt. Alla grasarter hade inte har samma respons pa upprepat bete. Foder-
losta dr en grasart som inte verkade klara upprepat bete pa grund av lag atervéxt.
Engelskt rajgras hade ett hogt innehall av lattlosliga kolhydrater och 1&gt innehall
av fiber, medan hundéaxing hade ett 1agt innehall av lattlosliga kolhydrater och hogt
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fiberinnehall i relation till de 6vriga gréasarterna. Det betyder att hundéxing kan vara
en lamplig grasart om malet &r ett betesgras med lagt innehall av socker eller fruk-
taner. Resultatet visade aven att innehallet av lattlosliga kolhydrater och fiber hade
en positiv respektive negativ korrelation med gasproduktionen. Det betyder att
grasarter med ett hogt innehall av lattlosliga kolhydrater kan orsaka storre gasbild-
ning, medan gréasarter med ett hogre fiberinnehall kan ge lagre gashildning. Sam-
mantaget medfor detta att olika grasarter kan ha en varierad lamplighet for olika
kategorier av hastar, da en stor och snabb gasproduktion kan innebara grovtarms-
stérningar.
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