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Sammanfattning

I den hér studien undersdktes om glukosstickor och refraktometri kan anviindas som enkla och
lattillgédngliga metoder for uppskattning av sockerhalten i skordat vallfoder, dar resultaten
jdmfordes med enzymatiskt-spektrofotometriskt analyserade virden for lattlosliga kolhydrater
(water-soluble carbohydrates, WSC). Intresset for sockerhalten i vallfoder har 6kat i samband med
metabola sjukdomstillstdnd hos hést, sésom ekvint metabolt syndrom (EMS), pituitary pars
intermedia dysfunction (PPID) och polysaccharide storage myopathy (PSSM), dér ett hogt intag av
lattlosliga kolhydrater kan resultera i sjukdomsepisoder. Enzymatiska laboratorieanalyser anvénds
rutinméssigt for bestimning av WSC-halten med spektrofotometri men ar ofta kostsamma och
tidskravande, vilket motiverar behovet av enklare metoder. I den hér studien anvandes 261
vallfoderprover med en WSC-halt frén 3 till 500 g per kg torrsubstans, dir total WSC och dess
ingdende fraktioner glukos, fruktos, sukros och fruktaner bestimts med enzymatisk-
spektrofotometrisk analys. Forst gjordes en metodtest for att utvdrdera vilken typ av extraktion
som gav ldgst variationskoefficient vid upprepade mitningar. Dérefter extraherades proverna med
den valda metoden och glukosstickor och refraktometri anvéndes for bestimning av
glukoskoncentration respektive Brixgrader i extrakten. De erhallna métvirdena jaimfordes med de
analyserade koncentrationerna av total WSC samt de individuella sockerfraktionerna (glukos,
fruktos, sukros och fruktaner). Sambanden mellan metoderna underséktes med korrelations- och
regressionsanalyser, medan Bland—Altman-analyser anvindes for att utvérdera Gverensstimmelse
mellan metoderna. Resultaten visade att glukosstickorna generellt uppvisade hogre korrelationer
med analyserade sockerkoncentrationer &n refraktometern, framfor allt med analyserad glukoshalt
och total WSC-halt. Sambanden var dock generellt mattliga till svaga och stor spridning
observerades i glukosstickornas precision. Refraktometriska matvirden uppvisade genomgaende
lag forklaringsgrad och svaga samband med analyserade koncentrationer av total WSC samt de
individuella sockerfraktionerna glukos, fruktos, sukros och fruktaner. Bland—Altman-analyserna
visade att bdda méatmetoderna hade begrinsad dverensstimmelse med de analyserade virdena av
de olika fraktionerna och totala WSC-halten. Sammanfattningsvis indikerade resultaten att varken
glukosstickor eller refraktometer kan ersétta enzymatisk-spektrofotometriska analyser for
bestimning av total WSC-halt eller dess fraktioner i vallfoder. Glukosstickorna uppvisade dock
starkare samband med analyserade sockerkoncentrationer dn vad refraktometern gjorde och kan
potentiellt ha ett virde som ett enkelt screeningverktyg for att skilja mellan vallfoder med relativt
lag respektive hog koncentration av littlosliga kolhydrater, exempelvis vid klassificering av
vallfoder med analyserade WSC-koncentrationer under eller 6ver 100 g/kg torrsubstans.

Nyckelord: extraktion, fruktan, grovfoder, ho, hosilage, ensilage, provpreparering, sukros

Abstract

This study investigated whether glucose test strips and refractometry can be used as simple and
easily accessible methods for estimating the sugar content of harvested forage, with the results
compared to enzymatic—spectrophotometric analyses of water-soluble carbohydrates (WSC).
Interest in the sugar content of forage has increased in relation to metabolic disorders in horses,
such as equine metabolic syndrome (EMS), pituitary pars intermedia dysfunction (PPID), and
polysaccharide storage myopathy (PSSM), in which a high intake of water-soluble carbohydrates
may trigger disease episodes. Enzymatic laboratory analyses using spectrophotometry are
routinely employed for determination of WSC concentration, but these analyses are often costly
and time-consuming, which motivates the need for simpler methods. In this study, 261 forage



samples with WSC concentrations ranging from 3 to 500 g per kg dry matter were used. Total
WSC and the constituent fractions glucose, fructose, sucrose, and fructans had previously been
determined by enzymatic—spectrophotometric analysis. A preliminary method test was first
conducted to evaluate which extraction procedure produced the lowest coefficient of variation
during repeated measurements. The samples were subsequently extracted using the selected
method, and glucose test strips and refractometry were used to determine glucose concentration
and Brix values in the extracts, respectively. The measurements obtained were compared with
analyzed concentrations of total WSC and the individual sugar fractions (glucose, fructose,
sucrose, and fructans). Relationships between methods were investigated using correlation and
regression analyses, while Bland—Altman analyses were used to evaluate agreement between
methods. The results showed that glucose test strips generally demonstrated higher correlations
with analyzed sugar concentrations than the refractometer, particularly with analyzed glucose
concentration and total WSC concentration. However, the relationships were generally moderate
to weak, and substantial variation was observed in the precision of the glucose test strips.
Refractometric measurements consistently showed low explanatory power and weak relationships
with analyzed concentrations of total WSC and the individual sugar fractions glucose, fructose,
sucrose, and fructans. Bland—Altman analyses demonstrated that both measurement methods
showed limited agreement with the analyzed values of the different sugar fractions and total WSC
concentration. In conclusion, the results indicated that neither glucose test strips nor refractometry
can replace enzymatic—spectrophotometric analyses for determination of total WSC concentration
or its constituent fractions in forage. However, glucose test strips demonstrated stronger
relationships with analyzed sugar concentrations than the refractometer and may potentially have
value as a simple screening tool for distinguishing between forage samples with relatively low and
high concentrations of water-soluble carbohydrates, for example when classifying forage with
analyzed WSC concentrations below or above 100 g/kg dry matter.

Keywords: extraction, fructan, forage, hay, haylage, silage, sample preparation, sucrose
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1. Inledning

Haésten &r en strikt herbivor vars digestionssystem och fodosoksbeteende dr
anpassade till ett regelbundet intag av fiberrikt vixtmaterial over stora delar av
dygnet (Duncan 1980). Grovfoder utgor grunden i héstens foderstat och har
central betydelse for energi- och naringsforsorjning samt for normal mag- och
tarmfunktion och fodosdksbeteende. Vallfoder, vilket omfattar bade betesgris och
konserverade former sdsom ho, hosilage och ensilage, kan uppvisa betydande
variation i koncentrationen av lattlosliga kolhydrater. Innehallet av 14ttlosliga
kolhydrater 1 vallfoder dr sirskilt relevant vid utfodring av histar med tillstdnd
sasom ekvint metabolt syndrom (EMS), pituitary pars intermedia dysfunction
(PPID) och polysaccharide storage myopathy (PSSM). Histar med EMS och/eller
PPID kan drabbas av fang och hédstar med PSSM kan drabbas av korsférlamning
(Borgia et al. 2011) om intaget av ldttlosliga kolhydrater blir for hogt. Vallfodrets
innehall av lattlosliga kolhydrater kan darfor vara en viktig faktor att beakta vid
utfodring av histar med dessa tillstdnd. Samtidigt kan koncentrationen av
lattlosliga kolhydrater i vallfoder paverkas av flera faktorer, sisom vixtart,
utvecklingsstadium samt skorde- och konserveringsforhallanden, vilket kan leda
till variation mellan olika foderpartier, skordetillféllen och tidpunkter under
vaxtsdsongen (Kagan et al. 2011; 2020). For bestimning av koncentrationen av
lattlosliga kolhydrater anvénds enzymatiskt-spektrofotometriska analysmetoder,
men dessa analyser kan vara tidskrdvande och kostsamma. Detta kan begrinsa
mojligheten till upprepade analyser 1 praktiska ssmmanhang och innebéra att
utfodringsbeslut behdver baseras pa begriansad information om vallfodrets
aktuella innehéll av lattlosliga kolhydrater. Mot bakgrund av begridnsningarna hos
etablerade analysmetoder finns ett behov av enklare och snabbare metoder for
uppskattning av halten 14ttlosliga kolhydrater 1 vallfoder, exempelvis
refraktometri och glukosstickor. Den vetenskapliga valideringen av dessa metoder
1 vallfoder ar dock begransad (Billman et al. 2024).

Syftet med denna studie var dérfor att undersoka om glukosstickor och
refraktometri kan anvéndas for uppskattning av sockerhalten 1 vallfoder genom
jamforelse med enzymatiskt-spektrofotometriskt analyserade WSC-virden.
Vidare syftade studien till att analysera samband mellan metoderna och bedoma
deras precision och reproducerbarhet. Hypotesen var att glukosstickor skulle
uppvisa ett starkare samband med analyserad glukoshalt, medan refraktometri
forvéntades uppvisa ett starkare samband med analyserad total WSC-halt.
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2. Metod for litteraturstudien

En litteraturstudie genomfordes som baserades pé vetenskapliga artiklar
identifierade genom sokningar 1 databaserna Web of Science, PubMed och
Google Scholar. S6kningar genomfordes med olika kombinationer av sokord
relaterade till sockerarter och fruktaner i vallfoder, analysmetoder samt metabola
sjukdomstillstdnd hos hist.

Exempel pa anvinda sdkord och s6kkombinationer inkluderade “water-soluble
carbohydrates”, “WSC”, “ethanol-soluble carbohydrates”, "ESC”, "non-

structural carbohydrates”, “NSC”, “glucose”, “fructose”, “sucrose”, ‘‘fructans”,
» (13

I TS o« o« < o«

“pasture grass”, “grass”, “forage”, “roughage”, “hay”, “haylage”, “silage”,
“horse”, “equine”, “equine metabolic syndrome”, “EMS”, “pituitary pars
intermedia dysfunction”, “PPID”, “polysaccharide storage myopathy”,
“PSSM”, “laminitis”, “insulin dysregulation”, “hyperinsulinemia”, “glucose

strips”, “glucometer”, “refractometer”, “Brix”, “carbohydrate analysis”,

“enzymatic analysis” och “high performance liquid chromatography”, “HPLC"”.

Endast vetenskapligt granskade artiklar (peer-reviewed) inkluderades i
litteraturstudien. Fokus 1ag pa studier som behandlade sockerarter och fruktaner i
vallfoder, analysmetoder for léttlosliga kolhydrater samt samband mellan intag av
lattlosliga kolhydrater, glukos- och insulinreglering samt tillstand sésom EMS,
PPID och PSSM hos hist. Primért anviandes ursprungliga forskningsartiklar,
medan oversiktsartiklar huvudsakligen anvéndes for att identifiera relevanta
forstahandskéllor. Studier som inte beddmdes relevanta for hést eller vallfoder
exkluderades, liksom artiklar med begridnsad metodbeskrivning eller otillracklig
resultatredovisning. Bdde engelsksprakig och svensksprakig litteratur
inkluderades nir den bedomdes relevant for studiens fragestillningar.
Referenslistor i relevanta artiklar anvindes dven for att identifiera ytterligare
kéllor.
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3. Litteraturstudie

3.1 Sockerarter

Sockerarter utgor en grupp av kolhydrater och dr organiska foreningar bestdende
av kol, véte och syre. I vallfoder forekommer de frimst som mono-, di-, och
polysackarider, vilka skiljer sig at vad giller molekylstorlek, bindningstyper och
egenskaper sasom loslighet och fermenterbarhet. Dessa strukturella egenskaper ar
avgorande for sockerarternas biologiska funktion och deras nedbrytning i hdstens
mag-tarmkanal (Hall 2003; McDonald et al. 2022). Utifrdn kemisk struktur och
funktion kan kolhydrater dven delas in i sockerarter och icke-sockerarter. Socker
omfattar mono- och disackarider, sdsom glukos, fruktos och sukros, vilka &r
lattlosliga och relativt snabbt tillgdngliga for enzymatisk nedbrytning i histens
tunntarm. Icke-socker utgdrs av mer komplexa kolhydrater och kan delas in i
lagringspolysackarider, sdsom stdrkelse och fruktaner, samt strukturella
kolhydrater, sdsom cellulosa och hemicellulosa (McDonald et al. 2022).

Monosackarider, sdsom glukos och fruktos, utgor de enklaste kolhydraterna och
bestar av enskilda sockerenheter med fem eller sex kolatomer. Dessa forekommer
1 16sning huvudsakligen i cykliska former och kan existera i olika
stereoisomeriska former, dér D-isomererna ér biologiskt relevanta. Disackarider,
sasom sukros, bestdr av tvd monosackarider ssmmanbundna via specifika
glykosidbindningar, vilket paverkar deras hydrolys och tillgénglighet vid
digestion (McDonald et al. 2022). Polysackarider utgors av langre kedjor av
monosackarider med varierande grad av forgreningar och polymerisering, vilket
paverkar deras 16slighet, nedbrytning och fysiologiska funktion. Strukturella
polysackarider, sasom cellulosa och hemicellulosa, ingér i véixtens cellvigg och
kénnetecknas av B-glykosidbindningar som gor dem resistenta mot enzymatisk
nedbrytning i tunntarmen. Icke-strukturella polysackarider inkluderar
lagringskolhydrater sdsom fruktaner, vilka bestér av fruktosenheter med
varierande polymeriseringsgrad och bindningstyper. Dessa strukturella variationer
paverkar 16slighet, tillgédnglighet och nedbrytningsvig for dessa kolhydrater,
vilket 1 sin tur har betydelse for den fysiologiska effekten hos histen (Longland &
Byrd 2006; Kagan 2022; McDonald et al. 2022).

3.1.1 Digestion och absorption av olika sockerarter hos hast

Digestionen av kolhydrater hos hist sker 1 bade tunntarm och grovtarm och ér
beroende av kolhydratens struktur och 16slighet. Enzymatisk nedbrytning av
lattlosliga kolhydrater sker huvudsakligen i tunntarmen, dér disackarider
hydrolyseras till monosackarider av borstbrimsenzymer. De resulterande
monosackariderna absorberas over enterocyterna, dér glukos transporteras via
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natrium-glukos-kotransportdr 1 (SGLT1) och fruktos via faciliterad diffusion
genom glukostransportor 5 (GLUTS) (Dyer et al. 2002). Den pre-caecala
digestionen dr dock begrinsad i kapacitet, vilket innebér att en del léttlosliga
kolhydrater kan passera vidare till grovtarmen.

Kolhydrater som inte bryts ned och absorberas i tunntarmen, inklusive strukturella
polysackarider och en varierande andel fruktaner och stdrkelse, nar caecum och
kolon dér de fermenteras av mikroorganismer. Den mikrobiella nedbrytningen
resulterar i bildning av flyktiga fettsyror, framst acetat, propionat och butyrat,
vilka absorberas over grovtarmens epitel och utgor en viktig energikélla for
hasten. Tidigare studier har dven visat att absorption av flyktiga fettsyror i
grovtarmen dr néra kopplad till absorption av vatten och elektrolyter, vilket
understryker deras betydelse for héstens grovtarmsfunktion (Argenzio & Stevens
1975; Longland & Byrd 2006). Fermentationsprocessen paverkas av
substrattillgdng, mikrobsammanséittningen och kolhydratens fermenterbarhet, dér
de icke-strukturella kolhydraterna generellt fermenteras snabbare dn de
strukturella. En 6kad tillforsel av ldtt fermenterbara kolhydrater till grovtarmen
kan leda till en snabb och 6kad produktion av kortkedjiga organiska syror och en
sankning av pH-vardet, vilket paverkar den mikrobiella sammanséttningen
(Bailey et al. 2004). Foérdelningen mellan pre-caecalt nedbrutna och mikrobiellt
fermenterade kolhydrater i caceum och kolon avgor i vilken utstrackning energi
utvinns via direkt absorption av monosackarider i tunntarmen respektive via
absorption av fermentationsprodukter i grovtarmen.

3.1.2 Analytiska kolhydratfraktioner i vallfoder

For att karakterisera kolhydratinnehallet i vallfoder anvinds flera analytiska
begrepp, vilka baseras pa extraktionsmetod och analysprincip snarare én strikt
fysiologisk funktion. Detta innebir att analyser av WSC, ESC (etanollosliga
kolhydrater) och icke-strukturella kolhydrater (non-structural carbohydrates,
NSC) inte nddviandigtvis motsvarar hur olika sockerarter och andra littlosliga
kolhydrater bryts ned och tas upp 1 histens mag-tarmkanal, utan frimst baseras pa
amnenas kemiska egenskaper och 16slighet (Hall 2003).

Lattlosliga kolhydrater utgdr en av de mest anvédnda analyserna for bestimning av
innehéllet av WSC 1 vallfoder och omfattar monosackarider (glukos och fruktos),
disackarider (sukros) samt fruktaner. Summan av dessa bendmns total WSC.
Begreppet WSC utgor ddrmed en heterogen grupp av lattlosliga kolhydrater med
olika kemisk struktur och nedbrytningsvigar 1 histens mag-tarmkanal (Kagan
2022). Etanolldsliga kolhydrater (ESC) definieras som de kolhydrater som kan
extraheras med etanol och omfattar frimst mono- och disackarider samt
kortkedjiga fruktaner. Etanollosliga kolhydrater anses dérfor 1 storre utstrickning
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representera de enklare sockerfraktionerna jamfort med WSC, eftersom de lédngre
fruktankedjorna inte kan extraheras med etanol i samma grad som med vatten
(Hall et al. 1999; Kagan 2022).

3.2 Faktorer som paverkar sockerhalten i betesgras

3.2.1 Vaxtfysiologiska mekanismer och inlagring av sockerarter
och fruktaner

Koncentrationen av olika sockerarter och fruktaner 1 betesgris paverkas av
samspelet mellan fotosyntes, respiration och plantans tillvixt. Genom
fotosyntesen omvandlas ljusenergi och koldioxid till olika sockerarter, fraimst
glukos, fruktos och sukros. Nir produktionen av dessa sockerarter dverstiger
vixtens omedelbara behov for tillvaxt och energiforbrukning lagras dverskottet i
form av reservsubstanser. I tempererade grasarter lagras detta 6verskott frimst i
form av fruktaner, som utgor en stor del av sockerarterna i graset (Longland &
Byrd 2006).

Fruktaner syntetiseras fran sukros nér fotosyntesen producerar mer socker dn vad
som omedelbart anvinds for tillvaxt och respiration, och ackumuleras fraimst i
basala véxtdelar sdsom bladslidor och stjélkbas. Denna lagringsstrategi mdojliggor
en flexibel energireserv dér lagrade fruktaner och lagrade sockerarter kan
mobiliseras vid perioder av 6kad energiefterfragan, exempelvis under atervaxt
efter avbetning eller vid olika stressforhéllanden (Longland & Byrd 2006).
Fruktaner har dven kopplats till reglering av véxtens vattenbalans och till 6kad
tolerans mot abiotiska stressfaktorer sasom kyla och torka (Livingston et al.
2009).

Strukturella variationer i fruktaner, sdsom polymeriseringsgrad och
bindningstyper, skiljer sig 4t mellan olika grésarter och sorter. Rajgrasarter
(Lolium spp.) uppvisar generellt hogre koncentrationer av fruktaner 4n exempelvis
timotej (Phleum pratense L.) och hundéxing (Dactylis glomerata L.) (Longland &
Byrd 2006). Denna variation kan vara av betydelse 1 nutritionella sammanhang
eftersom fruktanernas struktur i in vitro-studier har visats paverka
fermentationsmonstret hos mikroorganismer fran héstens grovtarm. Kortkedjiga
fruktaner fermenterades snabbare dn ldngkedjiga, vilket 1 forsoksmiljon
associerades med snabbare produktion av organiska syror och fordndringar i pH
(Harlow et al. 2017).

3.2.2 Miljofaktorer och reglering av WSC-ackumulering

Koncentrationen av WSC 1 gris bestdms av balansen mellan fotosyntetisk
produktion och vixtens konsumtion av desamma. Denna balans dr starkt beroende
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av miljofaktorer sdsom ljusintensitet, temperatur, vattenstatus och néringstillgdng.
Ljusintensitet dr en primdr drivkraft for fotosyntesen, och ddrmed for
produktionen av sockerarter. Mackenzie & Wylam (1957) visade att reducerad
ljusexponering ledde till en snabb minskning av sukroskoncentrationen i engelskt
rajgras (Lolium perenne L.), medan 6kad exponering for solljus resulterade i
hogre sukroskoncentrationer.

Temperaturen paverkar framst genom sin effekt pa vixtens tillvixt och
respiration. Vid laga temperaturer begrénsas tillvixtprocessen i storre utstrackning
an fotosyntesen, vilket leder till en nettoackumulering av lattlosliga kolhydrater
och fruktaner. Hoga koncentrationer av WSC observeras ofta vid kombinationen
hog ljusintensitet och 14g temperatur (Kagan 2022). Vixtens tillvaxthastighet
paverkar ddrmed 1 hog grad koncentrationen av sockerarter och fruktaner i gréset.
Under perioder av snabb tillvixt anvinds en storre andel av de producerade
lattlosliga kolhydraterna for strukturell uppbyggnad, vilket resulterar i ldgre
koncentrationer av WSC. Omvint kan tillvixtbegransning, exempelvis till f6ljd av
torka eller kvévebrist, leda till ackumulering av 14ttlosliga kolhydrater (Kagan
2022).

Koncentrationen av olika sockerarter och fruktaner paverkas dven av véxtens
utvecklingsstadium och vivnadssammansittning. Waite & Boyd (1953b) visade
att koncentrationerna av glukos, fruktos, sukros och fruktaner varierade mellan
olika véxtdelar och dver vixtsdsongen hos flera tempererade grésarter.
Fruktankoncentrationen var generellt hogre 1 stjdlk dn 1 blad, medan
koncentrationerna av glukos och fruktos var hogre 1 bladvdvnad.

3.2.3 Dygns- och sasongsvariation i WSC

Sockerhalten 1 betesgrés uppvisar en tydlig dygnsvariation som reflekterar vixtens
fotosyntetiska aktivitet. Under natten anvéinds inlagrade lattlosliga kolhydrater for
respiration, vilket resulterar i ldgre koncentrationer av WSC pa morgonen. Under
dagen sker en successiv ackumulering av sockerarter, och koncentrationerna ar
generellt hogst under eftermiddag och tidig kvill (Kagan et al. 2011). Tidiga
experimentella studier av Waite & Boyd (1953a) visade att sukroskoncentrationen
1 engelskt rajgrds 6kade under dagen och nidde sitt maximum under
eftermiddagen, medan halterna av glukos och fruktos uppvisade mindre variation
(tabell 1). Fruktankoncentrationen visade en mer oregelbunden variation dver
dygnet jamfort med glukos och sukros, vilket tyder pé att olika
kolhydratfraktioner kan skilja sig at avseende syntes, lagring och mobilisering i
vaxten. Medan glukos och sukros dr ndra kopplade till den aktuella fotosyntesen
fungerar fruktaner frimst som lagringskolhydrater och kan dérfor uppvisa ett
annat variationsmonster.
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Tabell 1. Dygnsvariation i glukos, fruktos, sukros och fruktaner i engelskt rajgrds
(Lolium perenne L.) under ett dygn i juni. Enhet gram per kg torrsubstans (Waite et al.,
1953a)

Klockslag Glukos och Fruktos  Sukros Fruktaner
09.00 29 53 164
12.00 25 63 174
15.00 24 70 161
18.00 28 70 158
21.00 27 66 159
24.00 26 66 166
03.00 28 54 169
06.00 29 53 169

Sasongsvariationer dr lika betydelsefulla och styrs av samspelet mellan klimat och
vixtens utvecklingsstadium. Generellt observeras hdgre koncentrationer av enkla
sockerarter under tidiga utvecklingsstadier, medan deras koncentration minskar
med Okande plantmognad. Samtidigt kan fruktankoncentrationen dka i senare
stadier, vilket indikerar en omfordelning mellan olika kolhydratfraktioner snarare
an en generell minskning av kolinnehallet (Chatterton et al. 2006). I en studie i
Idaho, USA, undersokte Shewmaker et al. (2006) atta sorter av rorsvingel
(Festuca arundinacea Schreb.) och visade att koncentrationerna av total WSC,
fruktaner, glukos och sukros varierade mellan olika skordetillfdllen under
vixtsdsongen. Den totala koncentrationen av icke-strukturella kolhydrater var
hogre under de tidiga skdrdeperioderna och minskade senare under sdsongen.
Fruktankoncentrationen var hogst under juli, medan koncentrationerna av glukos
och sukros var hogst under maj (tabell 2) (Shewmaker et al. 2006).

Tabell 2. Medelkoncentrationen av icke-strukturella kolhydrater, glukos, sukros och
[fruktaner i rorsvingel (Festuca arundinacea Schreb.) vid olika skordetillfillen under maj
till september. Virdena angivna i gram per kg torrsubstans (Shewmaker et al., 2006)

Koncentration 17 Maj 6 Juli 8 Augusti 13 September
Icke-strukturell 238 232 141 121
kolhydrater

Glukos 46 22 41 27

Sukros 79 55 42 46

Fruktaner 64 116 35 27

3.2.4 Variation i WSC mellan grasarter

Variation 1 koncentrationen av WSC mellan grésarter har pavisats 1 tidigare
studier och kan bero pa artspecifika skillnader i kolhydratmetabolism,
lagringsstrategier och kolallokering. Waite & Boyd (1953a) visade att engelskt
rajgras (Lolium perenne L.) generellt uppvisade hogre koncentrationer av bade
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sukros och fruktaner dn timotej (Phleum pratense L.), dngssvingel (Festuca
pratensis Huds.) och hundéxing (Dactylis glomerata L.). Koncentrationerna av

sukros och fruktaner varierade dock bade mellan gréasarter och dver vaxtsdsongen
(Tabell 3 och 4).

Tabell 3. Sukroskoncentration i blad hos timotej (Phleum pratense L.), dngssvingel
(Festuca pratensis Huds.), hunddxing (Dactylis glomerata L.) och engelskt rajgrds
(Lolium perenne L.), med vdrden for dr 1 och ar 2. Angivna i gram per kg torrsubstans
(Waite & Boyd 1953a)

Art April Maj Juni Juli Augusti
Timotej 80/20 60/20 30/60 20/40 19/18
Angssvingel 40/39 62/40 38/60 20/20 2/5
Hundéxing  20/20 40/40 20/55 19/20 8/0
Engelskt 60/40 100/80 40/60 20/20 10/10
rajgras

Tabell 4. Fruktankoncentration i stjdlk hos timotej (Phleum pratense L.), dngssvingel
(Festuca pratensis Huds.), hunddxing (Dactylis glomerata L.) och engelskt rajgris
(Lolium perenne L.), med vdrden for dr 1 och dar 2. Angivna i gram per kg torrsubstans
(Waite et al., 1953a)

Art April Maj Juni Juli Augusti
Timote;j 150/80 170/50 100/100 140/260 250/340
Angssvingel  90/80 230/100 110/120 140/160 60/80
Hundixing  60/40 140/70 200/100 220/100 240/80
Engelskt 80/80 200/190 280/320 200/260 180/230
rajgras

I en experimentell studie med betesgrds visade Calvache et al. (2020) att engelskt
rajgrds (Lolium perenne L.) uppvisade hogre koncentrationer av léttlosliga
kolhydrater &n bromusarter (Bromus valdivianus Phil.), badde under aktiv tillvaxt
och efter avbetning. Detta indikerade att variationen mellan grisarter inte enbart
omfattade skillnader i den totala koncentrationen av WSC, utan dven skillnader i
omsdttning och dterackumulering av olika sockerarter och fruktaner efter
avbetning.

Aven Chatterton et al. (1990; 2006) rapporterade hdgre koncentrationer av icke-
strukturella kolhydrater hos arter inom sliktet rajgras (Lolium spp.) jamfort med
flera andra undersokta tempererade grisarter. Detta monster kvarstod dven under
varierande temperaturforhéllanden, vilket indikerade att variationen 1 WSC-halt
till stor del var genetiskt betingad. Skillnaderna mellan grasarterna omfattade
emellertid inte enbart den totala koncentrationen av WSC utan dven
sammanséttningen av olika sockerarter och fruktaner samt deras relativa
proportioner. Enligt Kagan (2022) domineras WSC-fraktionen 1 ménga
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rajgrisarter av fruktaner, medan andra grisarter i storre utstrackning innehaller
mono- och disackarider. Aven Stang et al. (2023) rapporterade tydliga skillnader i
proportionerna av fruktaner, glukos, fruktos och sukros mellan olika grasarter och
utvecklingsstadier. Forfattarna visade dessutom att utvecklingen av total WSC
och dess ingaende sockerfraktioner varierade mellan olika grasarter i takt med
okande plantmognad, samtidigt som fiberkoncentrationen generellt 6kade. Arter
med hog WSC-koncentration, sdsom engelskt rajgrés (Lolium perenne L.),
tenderar att lagra en storre andel kol 1 16slig form, medan andra arter i storre
utstrackning allokerar kol till strukturella komponenter sdsom cellulosa och
hemicellulosa (Longland & Byrd, 2006).

3.3 Variation i sockerhalten i konserverat grovfoder

3.3.1 Effekt av konserveringsmetod pa sockerhalten

Vid konservering av vallfoder paverkas koncentrationen av léttlosliga kolhydrater
genom béade vixtens egen metabolism och mikrobiella processer. Efter skord
fortsétter véxtcellernas respiration, vilket innebér att sockerarter saisom glukos,
fruktos och sukros anvinds som substrat for vixtens energimetabolism. Detta
leder till produktion av koldioxid, vatten och virme samt successiva forluster av
lattlosliga kolhydrater. Omfattningen av dessa forluster paverkas bland annat av
syretillgdng, vattenhalt och torkningsforhallanden, dar snabb torkning begrénsar
respirationsforlusterna medan ldngsam torkning medfor storre nedbrytning av
WSC (McDonald et al. 2022; Wrdbel et al. 2023).

Vid ensilering anvinds lattlosliga kolhydrater som substrat av epifytiska
mjolksyrabakterier, vilka omvandlar sockerarter till organiska syror,
huvudsakligen mj6lksyra. Detta medfor en successiv minskning av
koncentrationen av WSC samtidigt som pH sjunker, vilket bidrar till konservering
av fodret (Chen et al. 2023). Om ensileringsforhdllandena dr ogynnsamma kan
oonskade mikroorganismer tillvidxa, vilket kan 6ka nedbrytningen av littlosliga
kolhydrater och didrmed leda till storre forluster av WSC under lagring
(McDonald et al. 2022; Wrobel et al. 2023).

3.3.2 Skordetidpunkt, mognadsstadium och variation inom parti

Skordetidpunkt och vixtens utvecklingsstadium péverkar den kemiska
sammansdttningen 1 konserverat vallfoder och dirmed &dven koncentrationen av
lattlosliga kolhydrater efter konservering. Stang et al. (2023) rapporterade att
koncentrationen av littlosliga kolhydrater och proportionerna mellan olika
fraktioner av WSC varierade mellan olika utvecklingsstadier hos flera
tempererade grasarter under den priméra tillvixten. Studien visade dven att
fiberfraktionerna generellt 6kade med 6kande mognadsgrad. Skillnader 1 det
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skordade véxtmaterialet pdverkar dven forutsédttningarna for ensileringsprocessen
och ddrmed den slutliga kemiska sammansittningen i det konserverade vallfodret.
Under konserveringsprocessen kan koncentrationen av sockerarter, fiberfraktioner
sasom neutral detergent fiber (NDF) och acid detergent fiber (ADF), samt olika
fermentationsprodukter fordndras. Forandringar i vaxtens kemiska
sammanséttning vid senare skord kan dven paverka koncentrationen av
fermenterbara sockerarter och dirmed forutséttningarna for ensilering. Vallfoder
med lag koncentration av WSC kan fé en langsammare pH-sdnkning under
ensileringsprocessen, vilket kan 6ka risken for oonskad mikrobiell aktivitet och
storre torrsubstansforluster (McDonald et al. 2022).

Variation i sockerhalten inom foderpartier kan uppsta till f6ljd av skillnader i
viaxtsammansittning, atervéxtstadium, blad—stjalk-forhallande samt variationer i
skdrde- och konserveringsforhillanden. Aven under lagring kan den kemiska
sammansittningen foréndras till f61jd av fortsatt mikrobiell aktivitet (Wrdbel et al.
2023). Skillnader i vattenhalt, packningsgrad och syretillgdng paverkar
fermentationsprocesserna i ensilage och hosilage och kan leda till variation 1
koncentrationen av littlosliga kolhydrater mellan olika delar av samma foderparti
(Schenck et al. 2019).

3.3.3 Praktiska atgarder for att reducera sockerhalten

For att minska héstens exponering for littlosliga kolhydrater anvénds olika
strategier 1 praktiken, dir blotldggning av ho ér en vanligt forekommande metod
for att reducera koncentrationen av socker genom urlakning. Miiller et al. (2016)
undersokte effekterna av lagringstid, konserveringsmetod, blotliggning och
anviandning av bakteriella inokulanter pa koncentrationen av sockerarter i ho,
hosilage och ensilage. Studien visade att ensilering som sddan hade storst
paverkan pé koncentrationen av littlosliga kolhydrater och att bade ensilage och
hosilage generellt inneholl lagre koncentrationer av WSC én ho, ndr samma groda
anvéndes for alla tre fodertyper. Blotlaggning reducerade koncentrationen av
lattlosliga kolhydrater 1 samtliga fodertyper, 4ven om effekten varierade mellan
olika sockerfraktioner och konserveringsmetoder (Miiller et al., 2016). I samma
studie observerades sdrskilt stora minskningar av fruktos och glukos vid
blotlaggning av ho, medan reduktionen av sukros var mer begransad (tabell 5).
Miiller et al. (2016) rapporterade ddremot ingen tydlig effekt av varierande
lagringstid for vallfoder pd koncentrationen av lttlosliga kolhydrater.
Blotlaggning av konserverat vallfoder kan pdverka fodrets niringsmissiga
sammansittning genom att reducera koncentrationen av lattldsliga kolhydrater,
men dven genom forluster av andra niringsdmnen, exempelvis rdprotein och vissa
mineraler (Moore-Colyer 1996; Miiller et al. 2016), vilket behover tas hdnsyn till 1
foderstatsberdkning.
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Tabell 5. Férdndring i koncentrationen av olika sockerarter i hé efter blotliggning i
procent av ursprungligt innehdll fore blotldggning (Miiller et al., 2016)

Sockerart Fordndring efter blotldggning
Glukos -50 %
Fruktos -70 %
Sukros -15%
Fruktaner -40 %

3.4 Analysmetoder for bestamning av lattlosliga
kolhydrater

3.4.1 Analytisk avgransning av kolhydratfraktioner

Analys av littlosliga kolhydrater i vallfoder ér inte standardiserat eftersom olika
metoder anvénds vilka kan inkludera olika typer av kolhydrater i analysen. Detta
innebér att samma vallfoderprov kan fa olika resultat beroende pa vilken metod
som anvénds. De vanligaste analytiska fraktionerna &r WSC, ESC och NSC.
Fraktionerna skiljer sig at genom vilka kolhydratkomponenter som ingar, sisom
glukos, fruktos, sukros, fruktaner och stirkelse (Knudsen 1997; Hall et al. 1999;
Hall 2003).

Lattlosliga kolhydrater (WSC) omfattar enkla sockerarter sdsom
monosackariderna glukos och fruktos samt disackariden sukros, men dven
fruktaner. Etanollosliga kolhydrater (ESC) utgdr en mer selektiv fraktion som
huvudsakligen omfattar glukos, fruktos, sukros och vissa kortkedjiga fruktaner,
men inte ldngre fruktankedjor eftersom de inte kan extraheras med etanol (Hall et
al. 1999; Kramer et al. 2021). Icke-strukturella kolhydrater (NSC) anvénds ofta
som ett samlingsbegrepp for lattillgdngliga kolhydrater och inkluderar vanligen
sockerarter, fruktaner och stirkelse. Nagon enhetlig analytisk definition saknas
dock, och NSC kan definieras pd olika sitt mellan olika laboratorier, exempelvis
som summan av WSC och stérkelse eller ESC och stérkelse. Skillnader 1
definition och analysmetodik kan darfor paverka jamforelser mellan resultat fran
olika studier och laboratorier (Hall 2003).

3.4.2 Referensmetoder for bestamning av lattlosliga
kolhydrater

Laboratoriebaserade vatkemiska analyser anvinds vanligtvis som referensmetoder
for bestamning av halten lattlosliga kolhydrater 1 vallfoder. Metoderna omfattar
framst enzymatisk—spektrofotometriska analyser samt kromatografiska tekniker
sasom high-performance liquid chromatography (HPLC). Gemensamt for dessa
metoder &r att de mdjliggdr kvantifiering av specifika kolhydratfraktioner med
hog analytisk precision (Hall et al. 1999).
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Vid enzymatisk—spektrofotometriska analyser anvénds specifika enzymer for att
selektivt hydrolysera eller omvandla olika kolhydratkomponenter till métbara
produkter i flera steg. Kvantifieringen baseras vanligen pa fordndringar i
ljusabsorption dir bildning eller forbrukning av kofaktorer sdésom NAD(P)H méits
vid specifika vaglangder. Metoden mojliggdr analys av individuella
kolhydratkomponenter sdsom glukos, fruktos, sukros och fruktaner da den utfors
stegvis (Hall 2003). Dessa summeras for att ge total koncentration av lattlosliga
kolhydrater.

Kromatografiska metoder, sdésom high-performance liquid chromatography
(HPLC), anvénds framst i forskningssammanhang och mojliggér separation och
kvantifiering av individuella kolhydrater med hog precision. Separationen baseras
pa molekylstorlek, polaritet och interaktion med stationér fas, vilket mojliggor
differentiering av monosackarider, disackarider och fruktaner med varierande
grad av polymerisering. Till skillnad frdn enzymatiska metoder mojliggér HPLC
direkt kvantifiering av enskilda kolhydrater utan behov av summering, vilket
minskar risken for kumulativa fel. Metoden ir sérskilt relevant vid analys av
fruktaner eftersom dessa utgor en heterogen grupp av molekyler med varierande
kedjelédngd och struktur, vilket kan paverka hur de identifieras och kvantifieras
analytiskt (Knudsen 1997; Kagan 2022). For véxt- och fodermaterial har HPLC
pavisats mojliggdra snabb, kénslig och reproducerbar analys av flera individuella
sockerarter samtidigt, inklusive mono-, di- och oligosackarider samt fruktaner
(Weill & Alt 2017).

3.4.3 Extraktionsmetoder och metodologiska felkallor

Val av extraktionsmetod paverkar vilka sockerarter och fruktaner som 16ses upp
och ddrmed kan kvantifieras av analysen. Vattenextraktion, ofta vid en temperatur
omkring 80 °C, anvénds for att bestimma WSC-halten och extraherar bade
monosackarider, disackarider och fruktaner. Etanolextraktion med cirka 80 %
etanol anvinds 1 stéllet vid analys av ESC och extraherar huvudsakligen mono-
och disackarider, men dven vissa kortkedjiga fruktaner kan inkluderas beroende
pa deras 16slighet och molekylstruktur. Fruktaner med hogre polymerisationsgrad
exkluderas i storre utstrackning pa grund av deras begriansade 16slighet i etanol
(Hall et al., 1999; Hall, 2003). Variation i extraktionsparametrar sisom
temperatur, 16sningsmedel, partikelstorlek och extraktionstid kan leda till
systematiska skillnader 1 resultaten. Det har pavisats att metodologiska variationer
kan ge betydande skillnader i rapporterade WSC-vérden, vilket innebir att
analyser frén olika laboratorier inte alltid &r direkt jamférbara med varandra
(Knudsen 1997; Hall 2003). Provberedningen utgor ytterligare en potentiell
felkilla vid analys av kolhydrater i vallfoder. Faktorer sasom torkning och
malning av prover kan paverka innehallet av sockerarter och fruktaner genom
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fortsatt enzymatisk aktivitet eller fordndringar i provets kemiska sammansittning
fore analys. Standardiserad provhantering ar darfor viktig for att sdkerstilla
reproducerbara och jamforbara resultat mellan olika laboratorier.

3.4.4 Indirekta analysmetoder for bestamning av
kolhydratinnehall

Near-infrared reflectance spectroscopy (NIRS) anvénds rutinméssigt inom
kommersiell vallfoderanalys som ett snabbt alternativ till traditionella vatkemiska
analyser. Till skillnad fran referensmetoder, dér specifika kolhydratkomponenter
analyseras direkt, bygger NIRS pa indirekt uppskattning av kemiskt innehall med
hjélp av spektrala egenskaper och matematiska kalibreringsmodeller. Metoden
baseras pé att kemiska bindningar i organiska molekyler, exempelvis kol-vite-
(C-H), syre—vite- (O-H) och kvive—vitebindningar (N-H), absorberar ljus vid
specifika vaglangder. De reflekterade signalerna jamfors direfter med
kalibreringsmodeller som utvecklats med hjélp av referensanalyser fran tidigare
prov (Harris et al. 2018). For att NIRS ska ge tillforlitliga resultat krivs att
kalibreringsmodellerna utvecklats for det specifika provmaterial som analyseras.
Harris et al. (2018) rapporterade att Overensstimmelsen mellan NIRS och
vatkemiska analyser generellt var god for flera ndringsparametrar, men att storre
variation observerades for just sockerfraktionerna. Thomson et al. (2018) visade
aven att befintliga kalibreringsmodeller kunde ge simre precision nir de anvindes
pa provmaterial som skilde sig frdn det material modellerna ursprungligen
utvecklats for. Le Cocq et al. (2022) jamforde fyra kommersiellt tillgéngliga
NIRS-metoder med traditionella vatkemiska referensanalyser for bestimning av
néringsinnehall 1 hosilage for histar. For WSC observerades betydande skillnader
mellan NIRS-prediktioner och vatkemiska analyser, dér avvikelserna varierade
mellan olika kommersiella kalibreringsmodeller. Forfattarna framholl att &ven om
korrelationerna 1 vissa fall var acceptabla kunde enskilda prover uppvisa
betydande avvikelser frin de laboratorieanalyserade véirdena. Detta indikerar att
goda korrelationer pa gruppniva inte nddvéandigtvis innebér hog precision pa
individniva, vilket kan begransa metodens anviandbarhet vid praktiska
utfodringsbeslut.

3.4.5 Faltbaserade metoder for uppskattning av sockerinnehall

Forutom laboratoriebaserade analyser har enklare metoder foreslagits for snabb
uppskattning av sockerinnehéll 1 vixtmaterial. Refraktometri bygger pd métning
av en 16snings brytningsindex, det vill sdga hur mycket ljus dndrar riktning nér det
passerar genom en 16sning. Resultaten uttrycks vanligen 1 Brixgrader (°Bx), vilket
motsvarar mangden 16sta fasta &mnen 1 en 16sning (Magwaza & Opara 2015;
Billman et al. 2024). Eftersom refraktometri méiter den totala méngden losta
dmnen snarare dn enbart sockerarter kan andra komponenter, exempelvis
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organiska syror, aminosyror, mineraler och andra léttlosliga amnen, paverka
resultaten. Billman et al. (2024) visade att Brixvirden inte konsekvent kunde
prediktera koncentrationen av individuella eller totala sockerarter i vallvéxter och
att sambanden varierade for olika véxtarter och provtagningstidpunkter.
Variationerna forklarades sannolikt av skillnader 1 vixtmaterialets kemiska
sammansittning samt av att flera olika &mnen bidrar till 16sningens
brytningsindex.

3.4.6 Princip for glukosstickor

Glukosstickor anvinds for semikvantitativ bestdmning av glukoskoncentration i
biologiska vitskor sdsom urin. Metoden bygger pa en glukosoxidas—peroxidas—
kromogen metod, dir glukos reagerar med reagens i testfaltet och ger upphov till
en fargforandring som relateras till glukoskoncentrationen i provet. Resultaten
rapporteras vanligen som koncentrationsintervall eller kategoriska nivaer snarare
an som exakta koncentrationer (Li & Huang 1997).

3.5 Metabola sjukdomar hos hast och betydelsen av
sockerintag hos dessa

Metabola och endokrina sjukdomstillstdind hos hist utgor ett betydande kliniskt
problem dér utfodringen, sdrskilt intaget av l4ttlosliga kolhydrater (glukos,
fruktos, sukros och fruktaner) samt starkelse, har stor betydelse vid hantering av
flera tillstdnd och kan behdva kontrolleras. Grovfoder utgoér basen i histens
foderstat men varierar i koncentrationen av littlosliga kolhydrater, vilket betyder
att det for utfodring av hastar med exempelvis EMS, PPID och PSSM behovs
metoder for att enkelt ta reda pa vallfodrets halt av WSC och andra icke-
strukturella kolhydrater (Harris et al. 2017).

3.5.1 Ekvint metabolt syndrom

Ekvint metabolt syndrom karakteriseras av insulindysreglering, 6kad adipositet
och en okad risk for utveckling av endokrin fang (Frank et al. 2010; Durham et al.
2019). Insulindysreglering avser en stord reglering av insulin-, glukos- och
lipidhomeostasen och kan manifestera sig som hyperinsulinemi, 6verdrivna
insulinresponser efter intag av icke-strukturella kolhydrater sasom olika
sockerarter och stirkelse, samt nedsatt vdvnadskanslighet for insulin (Durham et
al. 2019). I en experimentell studie visade Asplin et al. (2007) att langvarigt
forhgjda insulinkoncentrationer kunde inducera fang dven 1 frnvaro av
hyperglykemi.

Dietér hantering utgor en grundldggande del av behandling och forebyggande av
EMS. Restriktion av intaget av NSC rekommenderas for att begransa den
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postprandiala insulinresponsen, och for histar med insulindysreglering
rekommenderas grovfoder med laga koncentrationer av socker och stérkelse, ofta
med ett sammanlagt innehall av NSC <10 % av torrsubstansen (Durham et al.
2019). Lindase et al. (2018) rapporterade ett positivt samband mellan NSC-halten
1 hosilage och den postprandiala insulinresponsen hos kliniskt friska héstar utan
tidigare kind insulindysreglering. Resultaten indikerade @ven att individuella
skillnader i metabol status och insulinkénslighet kan paverka insulinresponsens
storlek (Lindase et al. 2018). Vidare visade Lindase et al. (2016) att viktuppgéang
inducerad av ett foder med 14gt innehall av stirkelse och socker inte medforde
ndgon ytterligare forsdmring av insulinkdnsligheten hos de undersokta héstarna
jamfort med fore viktuppgangen. Resultaten indikerade att utvecklingen av
insulinresistens och hyperinsulinemi inte enbart paverkas av kroppsvikt/hull utan
dven av fodrets sammansittning och histens individuella metabola status (Lindése
etal. 2016)

3.5.2 Pituitary Pars Intermedia Dysfunction

Pituitary pars intermedia dysfunction (PPID) &r en kronisk, progressiv och
aldersrelaterad neurodegenerativ sjukdom som frimst drabbar éldre héstar.
Sjukdomen uppstér till f6ljd av degeneration av dopaminerga neuron i
hypotalamus (McFarlane 2011; Menzies-Gow 2025). Nér den dopaminerga
regleringen minskar okar aktiviteten i hypofysens pars intermedia, vilket medfor
en 0kad produktion av pro-opiomelanokortin (POMC)-deriverade peptider,
déribland adrenokortikotropt hormon (ACTH) (McFarlane 2011). Pituitary pars
intermedia dysfunction ar den vanligaste endokrina sjukdomen hos dldre histar,
dér prevalensen hos héstar dldre &n 15 &r har rapporterats uppga till cirka 21-27 %
(Ireland & McGowan 2018; Stewart et al. 2023). Kliniska tecken varierar mellan
individer och sjukdomsstadier men inkluderar bland annat fordrdjd eller
ofullstdndig féllning av vinterpéls, onormal eller 6kad hédrvéxt (hypertrikos),
muskelfortvining, forandrad fettfordelning, 6kad urinproduktion (polyuri), 6kad
torst (polydipsi) och fang (Ireland & McGowan 2018).

Pituitary pars intermedia dysfunction och EMS ér separata endokrina
sjukdomstillstind men kan férekomma samtidigt, med viss dverlappning avseende
insulinreglering (Durham et al. 2019; Horn & Bertin 2019). Pituitary pars
intermedia dysfunction medfor inte nddvéndigtvis stérningar i
insulinmetabolismen, men en del hastar utvecklar samtidig insulindysreglering,
vilket har associerats med okad risk for endokrin fang (Horn & Bertin 2019). Hos
héstar med PPID forefaller risken for fing vara starkare associerad med samtidig
hyperinsulinemi &n med férhdjda ACTH-koncentrationer (Menzies-Gow et al.
2024). Hos héstar med PPID och samtidig insulindysreglering kan begrénsning av
intaget av NSC vara av betydelse for att minska den postprandiala
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insulinresponsen och ddrmed potentiellt reducera risken for faing (Durham et al.
2019).

3.5.3 Polysaccharide Storage Myopathy

Polysaccharide storage myopathy (PSSM) dr en muskelsjukdom som
kénnetecknas av onormal ackumulering av glykogen och polysackarider i
skelettmuskulaturen. Sjukdomen delas vanligen in i typ 1 (PSSM1) och typ 2
(PSSM2). Polysaccharide storage myopathy typ 1 orsakas av en mutation i
glykogensyntasgenen (GYS1), vilket leder till 6kad aktivitet hos enzymet
glykogensyntas och ddrmed 6kad glykogeninlagring i muskelceller.
Polysaccharide storage myopathy typ 2 utgor en mer heterogen grupp dir de
bakomliggande mekanismerna énnu inte &r fullstandigt klarlagda (McCue et al.
2008; Firshman & Valberg 2025). Vid PSSM forekommer forandringar i
glukosupptag och glykogenmetabolism i skelettmuskulaturen. Studier har visat att
héstar med PSSM uppvisar snabbare glukosclearance fran blodet och dkat
insulinmedierat glukosupptag jamfort med friska héstar (Corte et al. 1999;
Annandale et al. 2004). Kliniska tecken varierar mellan individer och mellan olika
former av PSSM men omfattar bland annat muskelstelhet, muskelsméirta, nedsatt
prestationsformaga samt aterkommande anstrangningsutlosta muskelskador
(exertional rhabdomyolysis, ER) (Valberg et al. 2011; Firshman & Valberg 2025).
Dietens sammanséttning har en viktig betydelse vid hantering av PSSM, sarskilt
hos héstar med PSSM1. Foder med hogre innehdll av NSC kan ge upphov till
hogre postprandial glukos- och insulinrespons (Borgia et al. 2011). I en studie av
Borgia et al. (2011) gav ho med 17 % NSC hogre insulinrespons dn ho med 4 %
NSC hos bade friska héstar och histar med PSSM. Dietira strategier bygger
darfor vanligen pa att begrinsa intaget av socker och stirkelse samtidigt som en
storre andel av energin vid behov tillfors via fettkillor (Ribeiro et al. 2004;
Valberg et al. 2011). Koncentrationen av léttlosliga kolhydrater 1 vallfoder kan
darfor vara relevant vid utfodring av histar med PSSM eftersom olika sockerarter
och stérkelse bidrar till den totala mdngden NSC 1 foderstaten

26



4. Material och metod for experimentell
studie

4.1 Material

Prover bestdende av ho, hosilage, ensilage och betesgris anvindes i studien.
Provmaterialet utgjordes av foderprover fran ett foderprovsbibliotek vid
Foderlaboratoriet, Institutionen for tillimpad husdjursvetenskap och vélfard, SLU,
dér innehall av WSC och andra néaringskomponenter tidigare analyserats med
standardiserade laboratoriemetoder. De prover som anvéndes i huvudstudien
utgjordes av torkat och malet material fran foderprovsbiblioteket. Proverna hade
tidigare analyserats med den enzymatisk-spektrofotometriska metoden enligt
Udén (2006), och referensvérden for total WSC samt dess ingaende fraktioner
glukos, fruktos, sukros och fruktaner fanns darfor tillgdngliga. For analys av total
WSC och dess fraktioner glukos, fruktos, sukros och fruktaner anvéndes en
enzymatisk-spektrofotometrisk metod enligt Udén (2006). Metoden bygger pé
enzymatisk bestdmning av olika kolhydratfraktioner dér glukos och fruktos
bestdms direkt i extraktet, medan sukros och fruktaner forst hydrolyseras. Den
enzymatiska slutbestimningen baseras pa fosforylering av glukos och fruktos med
hexokinas 1 ndrvaro av adenosintrifosfat (ATP), f6ljt av oxidation av glukos-6-
fosfat med glukos-6-fosfatdehydrogenas i nirvaro av
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP). For bestimning av fruktos
omvandlas fruktos-6-fosfat till glukos-6-fosfat med hjilp av fosfoglukosisomeras.
Under reaktionen reduceras NADP till NADPH, vars absorbans méts
spektrofotometriskt vid 340 nm. Méngden bildad NADPH ar direkt proportionell
mot koncentrationen av respektive monosackarid i provet (Udén 2006). Dessa
analysvirden anvindes som referensvirden vid jimforelse med resultaten fran
refraktometri med avlidsning av Brixgrader samt glukosstickor med
semikvantitativa koncentrationsnivaer fran 100 till > 2000 milligram per deciliter
(mg/dl). Totalt analyserades 261 foderprov. Proverna valdes ut fran tillgédngligt
provmaterial for att inkludera ett brett spektrum av vallfodertyper och skapa stor
variation i koncentrationen av WSC och individuella sockerfraktioner. Materialet
omfattade prover fran olika projekt, skordetillféllen och vallfodertyper for att
representera variation som forekommer 1 praktiska utfodringssituationer.

Material och utrustning som anvéndes under studien omfattade glukosstickor
(Urine Strip 1, Dialab, Wiener Neudorf, Osterrike), refraktometer (Buch & Holm,
Handrefraktometer RBO, médtomrade 0-32 °Brix), engangspipett (100-1000 pL),
glasbagare (100 ml), kaffekvarn (Menuett, Jula AB, Skara, Sverige), vattenkokare
(Menuett, Jula AB, Skara, Sverige), handhéllen fruktpress, kaffefilter (Menuett,
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Jula AB, Skara, Sverige), druvsocker (Dextrosol) som positiv kontroll (Classic
Sticks 47 g, Dextro Energy, Krefeld, Tyskland) samt termometer.

4.2 Metodtest for extraktberedning

En inledande metodtestning genomfordes pa tio foderprov i syfte att identifiera en
praktiskt genomforbar och reproducerbar extraktberedningsmetod for bestimning
av sockerhalten 1 vallfoderprov med hjélp av refraktometer och glukosstickor. De
prover som anvéindes vid metodtestet utgjordes av frysta vallfoderprover som
annu inte genomgatt laboratoriets ordinarie torkning och malning. Proverna
anvéndes for att utvirdera effekten av olika provberedningsmetoder innan den
slutliga provberedningsmetoden faststilldes for huvudstudien. I
metodutvecklingen undersoktes hur provets fysiska form (malt eller langstraigt),
extraktionstemperatur (kallt eller varmt) och filtrering pédverkade resultaten frdn
de bada méatmetoderna. Kallt vatten motsvarade rumstempererat vatten (~20 °C),
medan varmt vatten utgjordes av kokande vatten direkt fran en vattenkokare. For
samtliga behandlingar anviandes 10 g foderprov och 50 ml vatten
(extraktionsforhallande 1:5, vikt/volym). De olika provberedningsbehandlingarna
som ingick i metodtestet presenteras i tabell 6.

Tabell 6. Extraktberedningar som testades vid metodutveckling for analys av sockerhalt i
vallfoder med refraktometer och glukosstickor

Behandling Provberedning

Léngstraigt + kallt vatten

Léangstraigt + varmt vatten

Malt + kallt vatten

Malt + varmt vatten

Langstraigt + kallt vatten + filtrering
Langstraigt + varmt vatten + filtrering
Malt + kallt vatten + filtrering

Malt + varmt vatten + filtrering

T QO THWmgaOw >

Behandling A, B, E och F (tabell 6) innebar att provet lades 1 varmt respektive
kallt vatten under tio minuter. Behandlingarna C, D, G och H med malt material
(tabell 6) innebar att provet maldes i en elektrisk kaffekvarn fore extraktion med
vatten under fem minuter. Efter extraktion pressades provet i samtliga
behandlingar med en handhallen fruktpress for att erhélla vitska till analys. I
behandlingar med filtrering (E-H) filtrerades extraktet dessutom genom ett
kaffefilter efter pressning 1 fruktpressen. Filtrering inkluderades for att undersoka
om avldgsnande av partiklar pdverkade matresultatet eller metodernas
reproducerbarhet.
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For varje extraktberedningsvariant analyserades extraktet med bade refraktometer
och glukosstickor. Tre upprepade méatningar utférdes med respektive métmetod
for att bedoma metodernas reproducerbarhet, och variationskoefficienten (CV =
standardavvikelse/medelvirde x100) berdknades for respektive behandling. Den
slutliga provberedningsmetoden valdes utifran kriterierna praktisk
genomforbarhet, tillricklig mingd extrakt for métning samt lag
variationskoefficient mellan upprepade métningar.

4.2.1 Omrakning av analysvarden

Resultaten fran glukosstickor och refraktometer registrerades initialt i enheterna
mg/dl respektive °Brix. For att mojliggora jamforelser mellan mdtmetoderna samt
mellan prover med olika torrsubstanshalt omréknades resultaten till gram per kg
torrsubstans (g/kg ts). Vid extraktionen anvindes 10 g foderprov och 50 ml
kranvatten. Torrsubstanshalten for respektive prov (som bestamts i tidigare analys
av provet) anvindes darefter for att relatera de uppmatta koncentrationerna till
mingden torrsubstans i provet. Samtliga omrakningar genomfordes i Microsoft
Excel fore statistisk analys.

Virden fran glukosstickorna omréknades frén mg/dl till g/kg ts genom korrigering
for extraktionsvolym och provets torrsubstanshalt. Omrékningen baserades pa
koncentrationen i extraktet, extraktionsvolymen samt méngden torrsubstans i
provet enligt:

Csti XV X 10
Glukossticka (i t,g) = (Csticka extrakt )
kg (mprov X ts)

dar Cg;.x, motsvarar koncentrationen uppmatt med glukosstickan (mg/dl), Veyax
ar extraktionsvolymen (1), m,,,, dr méngden foderprov (g) och ts ér provets
torrsubstanshalt uttryckt som decimal. Refraktometervérden uttryckta 1 °Brix
anvindes som ett méatt pd koncentrationen av 16sta &mnen 1 extraktet. Eftersom
°Brix anger gram losta &mnen per 100 g 16sning omrdknades vérdena till g/kg ts
med hénsyn till extraktionsforhallandet och provets torrsubstanshalt enligt:

) B (Brix X Myssping X 10)

g
R kt t (—t
efraktometer s (100 % 1m0y X £5)

kg

dér Brix motsvarar refraktometervardet i °Brix och mysg,in, dr 10sningens massa
(g) och ts ér provets torrsubstanshalt uttryckt som decimal.

4.2.2 Statistisk analys av metodtest

De omréknade analysvdrdena anvindes dérefter 1 den statistiska analysen av
metodtestet. Statistiska analyser genomfordes i SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) med PROC MIXED. I den 6vergripande analysen inkluderades
behandling som fast effekt och provID som upprepad faktor for att beakta att flera
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behandlingar utfordes pa samma foderprov. Skillnader mellan behandlingar
analyserades med Tukey-korrigerade parvisa jamforelser. P>0.05 betraktades som
statistiskt sdkerstdllda skillnader mellan medelvérden.

For att undersoka effekten av de enskilda behandlingsfaktorerna analyserades
mitresultaten fran refraktometern och glukosstickorna éven separat med avseende
pa struktur (malt respektive langstraigt material), extraktionstemperatur (kallt
respektive varmt vatten) och filtrering (med eller utan filtrering). Resultaten fran
dessa analyser presenteras i tabell 7 och 8.

Tabell 7. P-vdrden for effekten av olika provberedningsfaktorer i metodtestet for analys
av sockerhalt i vallfoder med refraktometer och glukossticka

Provberedningsfaktor Refraktometer Glukossticka
Struktur, malt vs langstraigt material P <0,0001 P =0,0001
Temperatur, varmt vs kallt vatten P <0,0001 P=0,1059
Filtrering, med vs utan filtrering P=0,9577 P=0,8622

I metodtestet gav malning hogre matvarden dn ldngstraigt material for bade
glukossticka och refraktometer. Effekten av struktur var signifikant for bade
glukossticka (p = 0,0001) och refraktometer (p < 0,0001). Temperatur hade ingen
signifikant effekt pa glukosstickans métvarden (p = 0,1059), men varm extraktion
gav hogre refraktometerviarden an kall extraktion (p < 0,0001). Filtrering hade
ingen signifikant effekt pa métvirdena for vare sig glukossticka (p = 0,8622) eller
refraktometer (p = 0,9577).

Tabell 8. Mdtvirden frdan metodtestet for glukossticka och refraktometer vid olika
provberedningsmetoder. Virden anges som medelvirde + standardavvikelse (SD) i gram
per kg torrsubstans.

Struktur Temperatur Filter Refraktometer  Glukossticka
Langstraigt Varmt Ja 14,12 £ 5,79 48,83 + 18,47
Langstraigt Varmt Nej 15,49 £ 5,97 48,83 + 18,47
Mald Kallt Ja 24,52+ 13,45 109,24+ 14,18
Mald Kallt Nej 21,29+ 7,11 108,49 + 14,65
Mald Varmt Ja 28,06 + 13,41 139,65 + 22,75
Mald Varmt Nej 28,53 + 13,51 139,63 + 22,69

For att bedoma reproducerbarheten mellan upprepade métningar berdknades
variationskoefficienten (CV) for varje behandling enligt:

SD
CV (%) = ra x 100

Dir SD representerar standardavvikelsen och x medelvérdet for de upprepade
matningarna. Resultaten frin CV-berdkningarna presenteras i tabell 9. Behandling
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A och E saknade anvindbara CV-virden eftersom extraktion med kallt vatten 1
langstraigt material gav mycket laga eller ej métbara vérden.

Tabell 9. Variationskoefficient (CV) for glukosstickor och refraktometer vid olika
provberedningsbehandlingar i metodtest. Virden anges som medel + standardavvikelse
(SD)

Behandling Provberedning CV glukossticka CV refraktometer
(%) (%)

A Langstraigt + kallt vatten - -

B Langstraigt + varmt vatten 29,44 = 20,49 0,00 £ 0,00

C Malt + kallt vatten 6,97 £ 22,03 0,00 £ 0,00

D Malt + varmt vatten 4,33 + 13,69 0,00 £0,00

E Langstraigt + kallt vatten + - -
filtrering

F Langstraigt + varmt vatten 15,01 = 24,97 0,00 + 0,00
+ filtrering

G Malt + kallt vatten + 12,12 £ 19,66 0,00 £ 0,00
filtrering

H Malt + varmt vatten + 7,79 +£ 16,56 0,00+ 0,00
filtrering

Refraktometern uppvisade genomgéende mycket 1dga variationskoefficienter
mellan upprepade mitningar, medan glukosstickorna generellt uppvisade hogre
variation mellan replikat (tabell 9). Vid tolkning av resultaten beaktades att endast
mald struktur férekom vid kall extraktionstemperatur, vilket innebar att effekterna
av struktur och temperatur delvis var sammanblandade och darfor inte helt kunde
tolkas oberoende av varandra.

4.3 Val av metod for provberedning

Baserat pa resultaten fran provberedningstestet valdes den metod (D) dir
foderprovet maldes fore extraktion med varmt vatten och dérefter pressades for att
erhélla vitska till métning. Valet grundades pé att malda prover generellt gav
tydligare och hogre uppmaitta koncentrationer dn langstraigt material for bade
refraktometer och glukosstickor, samtidigt som varm extraktion gav hogre
matviarden dn kall extraktion, sdrskilt vid analys med refraktometer. Filtrering
visade ingen effekt pa resultaten for ndgon av médtmetoderna och inkluderades
darfor inte 1 den slutliga metodiken da sé fa steg som mgjligt var onskvért for att
metoden skall kunna anvindas faltméssigt. Den valda metoden bedémdes ge en
god kombination av reproducerbarhet, praktisk hanterbarhet och tillricklig mangd
extrakt for mitning och anvéndes darfor 1 den fortsatta studien.
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4.3.1 Provberedning och extraktion

Samtliga foderprov bereddes enligt den valda metod D. For varje prov vigdes 10
g malt foder upp och placerades i en glasbdgare (100 ml). Darefter tillsattes 50 ml
kokande vatten fran en vattenkokare. Blandningen fick extrahera under 20
minuter i rumstemperatur. Efter extraktion absorberade det malda foderprovet en
stor del av vétskan. For att atervinna extraktet pressades déarfor provet med hjilp
av en handhallen fruktpress, varvid vétskan samlades upp i en ny glasbégare for
matning med refraktometer och glukossticka. Varje foderprov analyserades en
ging med respektive médtmetod.

4.3.2 Matning med refraktometer

En till tva droppar av extraktet applicerades pa refraktometerns prisma med hjilp
av en engdngspipett och métningen utférdes med en handhallen refraktometer
enligt tillverkarens instruktioner. Instrumentets nollpunkt kontrollerades fore varje
analysdag med destillerat vatten, vilket &ven anvdndes som negativ kontroll. Som
positiv kontroll anvéndes en arbetslosning beredd fran Dextrosol (89 %
druvsocker). Stocklosningen framstélldes genom att 10,00 g Dextrosol 16stes i
destillerat vatten och spaddes till 100 ml. Dérefter pipetterades 1,0 ml av
stocklosningen och spaddes till 100 ml med destillerat vatten, vilket gav en slutlig
glukoskoncentration pa 89 mg/dl. Den positiva kontrollen analyserades i borjan av
varje analysdag for att kontrollera instrumentets stabilitet. Prismat rengjordes
mellan proverna med destillerat vatten och mjukt papper for att undvika
kontaminering, och Brixvirdet avldstes en géng for varje foderprov.

4.3.3 Analys med glukossticka

For analys med glukosstickor doppades stickan 1 extraktet, varefter
overskottsvitska avldgsnades genom att stickan fordes mot kanten péd glasbagaren.
Glukosstickan placerades dérefter pa absorberande papper med reagensfiltet
uppét. Avldsning utfordes efter cirka 30 sekunder genom jamforelse med
fargskalan enligt tillverkarens instruktioner. Glukosstickorna hade ett
semikvantitativt matintervall pa 100 - > 2000 mg/dl. Resultatet noterades enligt
den koncentrationsniva som bast motsvarade fargforandringen pa stickan. Varje
foderprov analyserandes en gang med glukosstickorna.

Vid 6ppning av varje ny burk med glukosstickor utférdes bade positiv och negativ
kontroll. Destillerat vatten anvéindes som negativ kontroll. Som positiv kontroll
anvéndes en arbetslosning beredd fran Dextrosol (89 % druvsocker), dar 10,00 g
Dextrosol 16stes 1 destillerat vatten och spaddes till 100 ml for framstéllning av en
stocklosning. Dérefter pipetterades 1,0 ml av stockldsningen och spaddes till 100
ml med destillerat vatten, vilket gav en slutlig glukoskoncentration pa 89 mg/dl.
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4.4 Databearbetning och statistisk analys

Samtliga data sammanstélldes och bearbetades 1 Microsoft Excel innan statistisk
analys genomfordes i SAS 9.4. Totalt inkluderades 261 foderprover i den slutliga
databearbetningen. Resultaten frén refraktometermétning och glukosstickor
omréknades fran direkt avldsta viarden (°Brix respektive mg/dl) till gram per kg
torrsubstans (g/kg ts) for att mojliggora jaimforelse med laboratorieanalyserade
véarden for lattlosliga kolhydrater (WSC). For refraktometern anvéndes bade
direkt uppmatta Brix-viarden samt omrdknade varden uttryckta i g/kg ts 1 de
statistiska analyserna.

Pearson-korrelationer anvédndes for att undersdka samband mellan
refraktometervidrden och laboratorieanalyserade vérden for total WSC, glukos,
sukros, glukos + sukros samt fruktan. Spearman-korrelationer anvédndes for
glukosstickornas matvirden eftersom dessa gav semikvantitativa nivaer snarare dn
kontinuerliga métvirden. Regressionsanalyser genomfordes for att undersdka hur
vil refraktometri och glukosstickor kunde prediktera analyserade virden for total
WSC, glukos samt glukos + sukros.

For att utvdrdera dverensstimmelsen mellan metoderna och
laboratorieanalyserade virden anvédndes dven Bland—Altman-analyser. Dessutom
genomfordes logistiska regressionsanalyser dir WSC-halten klassificerades som
over eller under 100 g/kg ts for att undersoka miatmetodernas potential som
screeningverktyg for identifiering av foder med hog sockerhalt (6ver 100 g per kg
ts). For att ytterligare undersdka sambandet mellan métmetoderna och analyserad
total WSC-koncentration delades proverna in 1 fyra WSC-kategorier; <50, 51—
100, 101-150 och >150 g WSC/kg ts. Dérefter anvéndes ordinal logistisk
regression fOr att analysera sambanden mellan refraktometer, glukosstickor och de
olika WSC-kategorierna. Skillnader och samband beddmdes som statistiskt
sakerstdllda vid p <0,05.
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5. Resultat

5.1 Beskrivning av vallfoderproverna

De analyserade vallfoderproverna uppvisade stor variation i koncentrationen av
olika sockerfraktioner och total WSC. Glukosstickornas méatvérden fordelades
over flera métintervall. Beskrivande statistik for analyserade védrden och indirekta
maéatmetoder presenteras 1 tabell 10.

Tabell 10. Beskrivande statistik for analyserade sockerfraktioner, refraktometervirden
och glukosstickornas mdtvdrden i vallfoderprover

Variabel Minimum Maximum Medel SD
Enzymatisk-

spektrofotometrisk analys

Glukos, g/kg ts -0,25 289,91 52,78 53,45
Sukros, g/kg ts -1,43 251,97 19,87 29,64
Fruktaner, g/kg ts -0,64 251,97 31,30 42,55
Total WSC, g/kg ts 3,02 499,90 151,14 123,63
Glukos, % av total WSC  -1,79 93,80 34,80 19,90
Sukros, % av total WSC ~ -0,55 86,50 20,01 17,39
Fruktaner, % av total -0,71 72,73 15,64 14,39
WSC

Refraktometri

Brixgrader (°Bx) 10,00 35,00 20,57 4,14
Refraktometer, g/kg ts 76,70 390,99 161,96 49,39
Glukossticka

Glukossticka, g/kg ts 0,00 52,00 15,43 8,21

5.2 Samband mellan matmetoder och analyserade
sockerfraktioner

Samband mellan resultaten frdn métningar med refraktometer och glukosstickor
och resultaten frdn den enzymatisk-spektrofotometriska analysen av glukos,
sukros och fruktaner samt total WSC undersoktes med Pearsons korrelation for
refraktometermitningarna dé de utgjorde kontinuerliga data, och med Spearmans
rangkorrelation for glukosstickor eftersom dessa gav intervallbaserade snarare dn
kontinuerliga métvirden. Resultaten presenteras i tabell 11.
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Tabell 11. Korrelationskoefficienter mellan analyserade virden av de olika fraktionerna
av WSC samt total WSC i vallfoderprov och mdtningar gjorda med refraktometer
(Pearsons korrelationskoefficient, r) i Brixgrader och omrdknat till g per kg torrsubstans
(ts), eller glukossticka (Spearmans rangkorrelationskoefficient, rho)

Variabel Mitmetod Enhet Korrelationskoefficient P-virde
Glukos Refraktometer g/kgts 0,27 <0,001
Sukros Refraktometer g/kgts 0,03 0,624
Fruktaner Refraktometer g/kg ts 0,0003 0,997
Glukos + Refraktometer g/kg ts 0,21 0,0007
sukros

Total WSC Refraktometer g/kg ts 0,21 0,0007
Glukos Refraktometer °Bx -0,05 0,442
Sukros Refraktometer °Bx -0,01 0,868
Fruktaner Refraktometer °Bx -0,09 0,135
Glukos + Refraktometer °Bx -0,04 0,539
sukros

Total WSC Refraktometer °Bx -0,15 0,015
Glukos Glukosstick g/kg ts 0,45 <0,0001
Glukos + Glukossticka g/kg ts 0,41 <0,0001
sukros

Total WSC Glukossticka g/kg ts 0,42 <0,0001

#Korrelationskoefficient avser Pearsons korrelationskoefficient (r) for refraktometermitningar och

Spearmans rangkorrelationskoefficient (rho) for glukosstickor.

Refraktometerviardena visade genomgéende svaga samband med de analyserade
sockerfraktionerna bade da de uppmétta Brixgraderna anvéndes och da de riaknats
om till g per kg ts (tabell 11). Svaga men statistiskt sékerstéllda positiva samband
observerades mellan refraktometermitningarna och total WSC-koncentration samt
mellan refraktometermétningarna och analyserad glukoshalt da enheten var g per
kg ts. Diremot sdgs inga tydliga samband mellan refraktometermétningarna och
koncentrationen av sukros eller fruktan i enheten g per kg ts. Nar de direkt
uppmatta Brixgraderna anvéndes 1 stéllet blev sambanden generellt 4nnu svagare
(tabell 11). Inga spridningsdiagram eller regressioner berdknades darfor for
refraktometervirdena da korrelationen ansags vara for svag. Glukosstickorna
uppvisade starkare samband med de analyserade sockerfraktionerna jamfort med
refraktometern, och visade mattligt starka positiva samband med total WSC-
koncentration, glukoshalt samt den sammanlagda koncentrationen av glukos +
sukros (tabell 11). Spridningsdiagram for dessa visade dock fortsatt stor spridning
mellan glukosstickornas métresultat och de analyserade virdena (Figur la-c).
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Figur 1a-c. Samband mellan glukosstickans skattade koncentration av glukos (g/kg
torrsubstans, ts) och analyserade koncentrationer av (a) total WSC, (b) glukos samt (c)
summan av glukos och sukros i vallfoderprov. Heldragen linje visar regressionslinjen
och streckade linjer visar 95 % prediktionsgrdnser.
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For att undersoka den procentuella andelen av glukos av total WSC gentemot
glukosstickornas matvirden analyserades glukosandelen (% av total WSC) i
relation till glukosstickornas skattade koncentration. Resultaten visas i tabell 12.

Tabell 12. Samband mellan glukosandel (% av total WSC) och glukosstickans skattade
koncentration (g/kg torrsubstans), korrelationskoefficienter och forklaringsgrader

Statistisk analys Jamforelse Virde

Pearson-korrelation Glukosandel (%) vs glukossticka r=0,234

Spearman-rangkorrelation ~ Glukosandel (%) vs glukossticka rho = 0,276

Enkel regression Glukosandel - glukossticka R?=0,055

Multipel regression Total WSC + glukosandel > R2=10,124
glukossticka

# 1 = Pearsons korrelationskoefficient, tho = Spearmans rangkorrelationskoefficient och R? =

modellens forklaringsgrad

Eftersom glukosstickorna uppvisade starkare samband med analyserade
sockerfraktioner dn refraktometern analyserades dessa vidare med linjéra
regressionsmodeller. Regressionsanalyser genomfordes for koncentrationen av
total WSC, glukos samt glukos + sukros. For sambandet mellan glukossticka och
total WSC erhdlls regressionsekvationen:

WSC — halt (g/kg ts) = 89.85 + 3.97 X glukosstickans matvarde

Modellen var statistiskt sékerstilld (p < 0,0001) men hade lag forklaringsgrad (R?
=0,07), vilket innebdr att cirka 7 % av variationen i analyserad total WSC-
koncentration kunde forklaras av glukosstickans vérde.

For sambandet mellan glukossticka och analyserad glukoshalt erholls
regressionsekvationen:

Glukos (g/kg ts) = 23.77 + 1.88 X glukosstickans matvarde
Aven denna modell var statistiskt sékerstilld (p < 0,0001) men hade lg
forklaringsgrad (R? = 0,08). For sambandet mellan glukossticka och summan av
analyserade halter av glukos + sukros erhdlls regressionsekvationen:

Glukos + sukros (g/kg ts) = 35.13 + 2.43 X glukosstickans matvarde
Modellen var statistiskt sikerstélld (p <0,0001) med en forklaringsgrad pa R* =
0,07. Spridningsdiagrammen visade generellt stor spridning kring

regressionslinjerna for samtliga modeller, vilket indikerade stor variation i de
analyserade virdena vid samma mitvérde och dirmed en begrdnsad precision hos
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mitmetoderna. Refraktometern visade lagre forklaringsgrad dn glukosstickorna
och analyserades dérfor inte vidare 1 regressionsmodellerna

5.3 Bland-Altman-analyser

Bland—Altman-analys genomfordes for att undersdka dverensstimmelsen mellan
glukosstickornas matvirden och analyserad glukoskoncentration i vallfoderprover
(Figur 2). Analysen visade en bias pa —37,3 g/kg torrsubstans, vilket indikerar att
glukosstickorna i genomsnitt skattade lagre koncentrationer 4n de enzymatiskt-
spektrofotometriskt analyserade glukosviardena. Bland—Altman-plottarna visade
en betydande spridning mellan individuella observationer, vilket tyder pé
begriansad overensstimmelse mellan glukosstickornas métviarden och analyserad
glukoshalt.

Bland-Altman: Glukossticka och glukos
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Figur 2. Bland-Altman-plott som visar 6verensstimmelsen mellan glukosstickans
skattade koncentration (g/kg torrsubstans) och analyserad glukoskoncentration i
vallfoderprov. Den heldragna linjen visar medelskillnaden mellan metoderna (bias) och
den streckade linjen visar nollskillnad mellan metoderna.

5.4 Kilassificering i fyra WSC- kategorier

For att unders6ka metodernas forméga att identifiera olika nivéder av WSC delades
proverna in i fyra kategorier: <50 g WSC/kg TS, 51-100 g WSC/kg TS, 101-150
g WSC/kg TS samt >150 g WSC/kg TS.
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Ordinal logistisk regression anvindes initialt for analyserna. Glukosstickorna
visade hogst diskrimineringsforméaga med ett c-virde pa cirka 0,685, dir c-vardet
beskriver modellens forméga att skilja mellan observationer i olika kategorier och
kan variera mellan 0,5 (ingen diskrimineringsférmaga) och 1,0 (perfekt
diskrimineringsformaga). Refraktometern gav ldagre c-viarden med bade
Brixgrader och omriknade vérden till g per kg ts.

For modellerna baserade pé glukosstickor och Brix-viarden uppfylldes dock inte
proportional odds-antagandet, vilket indikerade att sambanden mellan prediktorer
och WSC-kategorier inte var konstanta mellan kategorigranserna. Dérfor testades
daven multinomial logistisk regression som alternativ modell. Vid multinomial
logistisk regression uppstod varningar om néstan fullstdndig separation (quasi-
complete separation) i vissa modeller, sirskilt nir glukosstickornas nivaer
anvindes direkt som kategorisk variabel. Detta indikerade att vissa sticknivaer
nistan helt forutsade vissa WSC-kategorier, vilket gjorde modellerna instabila.

5.5 Klassificering av lag och hég WSC-halt

For att undersoka om métmetoderna kunde anvédndas for att skilja mellan foder
med lag respektive hog sockerhalt delades proverna in i tva grupper: < 100 g
WSC per kg torrsubstans och > 100 g WSC per kg torrsubstans. Griansen 100 g
WSC per kg torrsubstans valdes eftersom denna niva ofta anvinds praktiskt vid
beddmning av ldmpligheten av vallfoder till hdstar med metabola stdrningar, dven
om vetenskapligt underlag for denna dr begrinsat. Logistik regression anvéndes
for att undersoka om méitmetoderna kunde identifiera prover med lag respektive
hog WSC-halt.

I ROC-analysen uppvisade glukosstickorna den hogsta diskrimineringsformégan
for klassificering av vallfoderprover med <100 respektive >100 g WSC per kg
torrsubstans, med ett AUC-virde (area under kurvan) pé cirka 0,68 (Figur 3).
Motsvarande virden for refraktometern var cirka 0,62 ndr omrdknade viarden 1
g/kg torrsubstans anvédndes och cirka 0,59 nidr direkt uppmatta Brixgrader
anvindes. Ett AUC-virde beskriver modellens forméga att korrekt klassificera
prover i de tva grupperna, dir ett viarde pa 0,5 motsvarar ingen
diskrimineringsférméga och ett viarde pa 1,0 motsvarar perfekt diskriminering.
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Figur 3. ROC-kurva for glukosstickans formdga att klassificera vallfoderprover med
<100 respektive >100 g WSC per kg torrsubstans. Den diagonala linjen visar en
klassificering som inte dr bdttre dn slumpen (AUC = 0,5), medan kurvor som ligger
lingre fran diagonalen indikerar béittre diskrimineringsformdga. Den observerade ROC-
kurvan hade ett AUC-vdirde pa 0,68, vilket indikerar en begrinsad men bdittre dn

slumpmdssig formdga att skilja mellan prover med lag respektive hog WSC-
koncentration.

Kombinationen av refraktometer och glukossticka forbéttrade inte modellen
ndmnvirt jamfort med glukosstickan ensam.
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6. Diskussion

6.1 Diskussion av litteratur och teoretisk bakgrund

Bestamning av sockerhalten i vallfoder kompliceras av att ldttlosliga kolhydrater
inte utgor en enhetlig kemisk fraktion utan omfattar flera olika sockerfraktioner
med varierande struktur och egenskaper. Lattlosliga kolhydrater inkluderar
monosackarider sasom glukos och fruktos, disackarider sasom sukros samt
fruktaner med varierande grad av polymerisering (Hall et al., 1999; Hall, 2003).
Detta innebér att tva vallfoder kan uppvisa liknande total WSC-koncentration
samtidigt som de skiljer sig betydligt avseende den relativa fordelningen mellan
glukos, fruktos, sukros och fruktaner. Denna heterogenitet bidrar till svarigheten
att utveckla enkla indirekta metoder for uppskattning av vallfodrets sockerhalt.
Exempelvis dr det rimligt att anta att metoder som bygger pa detektion av en
enskild sockerfraktion, sdsom glukosstickor som specifikt reagerar pa glukos,
eller metoder som baseras pa ospecifika fysikaliska egenskaper, sdsom
refraktometri, paverkas av variation 1 provens kemiska sammansittning. Medan
glukosstickornas respons sannolikt framst paverkas av forhallandet mellan olika
sockerarter, kan refraktometriska métningar dven paverkas av andra vattenldsliga
komponenter som bidrar till I6sningens brytningsindex. Tvéa vallfoder med
liknande total WSC-koncentration skulle dirmed kunna ge olika métresultat vid
anviandning av glukosstickor eller refraktometri beroende p4 om den dominerande
fraktionen utgdrs av glukos, sukros eller fruktaner. Detta skulle kunna bidra till
den stora spridning som observerades kring regressionslinjerna i denna studie och
delvis forklara de relativt svaga sambanden mellan de indirekta méatmetoderna och
analyserade koncentrationer av total WSC. Skillnaderna &r dven biologiskt
relevanta eftersom glukos, fruktos, sukros och fruktaner skiljer sig at avseende
digestion och absorption i1 hdstens mag-tarmkanal, vilket i sin tur potentiellt dven
paverkar héstens energimetabolism och postprandiala glukos- och insulinrespons.
Glukos, fruktos och sukros hydrolyseras och absorberas huvudsakligen 1
tunntarmen, medan fruktaner inte kan hydrolyseras av hdstens endogena enzymer
1 tunntarmen. Fruktaner har darfor traditionellt ansetts passera vidare till
grovtarmen, dér de fermenteras av den mikrobiella populationen till framfor allt
flyktiga fettsyror sdsom acetat, propionat och butyrat, vilka dérefter kan
absorberas och anvidndas som energikilla av hésten (Longland & Byrd, 2006).
Nyare studier har dock indikerat att vissa fruktaner frin grés delvis kan forsvinna
fore blindtarmen, vilket antyder att omsattningen av fruktaner hos hést kan vara
mer komplex dn vad som tidigare antagits (Stang et al., 2023). Det finns
indikationer pé att en del fruktaner eller deras nedbrytningsprodukter inte
aterfinns 1 samma omfattning fore blindtarmen, men det dr dnnu oklart i vilken
utstrackning dessa produkter absorberas dver tarmepitelet, anvands av

41



mikroorganismer eller transporteras vidare till grovtarmen for fortsatt
fermentation. For att kunna klarldgga dessa processer krdvs mer avancerade
studier med spéarbara molekyler, exempelvis isotop- eller radioaktivt méarkta
substrat. Eftersom fruktaner dessutom utgdr en heterogen grupp av molekyler med
varierande struktur och polymerisationsgrad dr deras metabola effekter och
betydelse for hdstens niringsforsorjning dnnu inte fullstandigt klarlagda.

Litteraturen visar att koncentrationen och sammanséttningen av littlosliga
kolhydrater 1 vallfoder paverkas av flera faktorer, diribland véxtart, sort inom art,
utvecklingsstadium, temperatur, ljusintensitet och tillvaxtforhallanden (Longland
& Byrd 2006; Shewmaker et al. 2006; Kagan 2022; Stang et al. 2023). Fruktaner
utgdr exempelvis en stor andel av de 1attlosliga kolhydraterna i ménga
tempererade griasarter, medan andra tempererade grisarter i storre utstrackning
kan innehalla hogre andelar glukos och sukros. Dessutom varierar forhallandet
mellan fruktaner, glukos och sukros bade 6ver dygnet och under véxtens
utveckling (Longland & Byrd, 2006; Kagan, 2022). Detta skulle kunna vara
relevant vid anvindning av de indirekta mitmetoderna i denna studie eftersom
metoderna bygger pé olika analysprinciper och inte direkt kvantifierar samtliga
komponenter som ingar i WSC-fraktionen. Glukosstickorna reagerar specifikt pa
glukos, medan refraktometern uppskattar den totala méngden 19sta &mnen i
extraktet utan att sirskilja mellan olika sockerfraktioner och andra losta &mnen.
Utover variation i vixtmaterialets sammanséttning kan dven
konserveringsmetoden paverka den kemiska sammanséttningen i vallfoder.
Tidigare studier har visat att ho, hosilage och ensilage kan skilja sig avseende
bade koncentration och sammansittning av lattlosliga kolhydrater till f6ljd av
skillnader 1 respirationsforluster och mikrobiell fermentation under
konserveringsprocessen (McDonald et al., 2022; Miiller et al., 2016).
Konserveringsprocessen kan dven paverka proportionerna mellan olika
sockerfraktioner. Under ensileringsprocessen anvénds exempelvis glukos, fruktos
och sukros som substrat vid mikrobiell fermentation, vilket kan fordndra den
relativa fordelningen mellan enkla sockerarter och fruktaner i1 det fardiga fodret
(McDonald et al., 2022). Detta skulle kunna vara relevant vid anvindning av
indirekta metoder eftersom fordndringar 1 proportionerna mellan olika
sockerfraktioner kan paverka matresultaten. Exempelvis skulle en minskad andel
glukos 1 forhallande till total WSC under konserveringsprocessen potentiellt
kunna medfora ett ldgre utslag pa glukosstickorna, trots att den totala
koncentrationen av lattlosliga kolhydrater dr oforédndrad.

Forutom biologisk variation finns dven analytiska skillnader mellan olika

metoder. Lattlosliga kolhydrater utgor en analytisk fraktion vars sammanséttning
paverkas av val av extraktionsforhdllanden och analysmetod (Hall et al., 1999;
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Hall, 2003). Variationer i exempelvis temperatur, extraktionstid, losningsmedel
och partikelstorlek kan paverka vilka kolhydratfraktioner som extraheras och
kvantifieras. Det innebér att analyser fran olika laboratorier eller med olika
metodik inte nddvandigtvis ar direkt jimforbara. Laboratoriebaserade analyser
mojliggdr kvantifiering av specifika kolhydratfraktioner med hog analytisk
precision. Enzymatiska—spektrofotometriska metoder anvénder specifika
enzymreaktioner fOr att bestimma enskilda sockerfraktioner, medan
kromatografiska metoder sdésom HPLC mojliggor direkt separation och
kvantifiering av individuella kolhydrater. Gemensamt for dessa metoder &r att de
bygger pd kemiskt specifika analysprinciper. Indirekta metoder skiljer sig daremot
frdn laboratoriebaserade analyser genom att de inte méter den kemiska
koncentrationen av specifika kolhydratfraktioner direkt. I stéillet bygger dessa
metoder pa fysikaliska eller indirekta samband mellan provets egenskaper och
dess kemiska sammansittning. Detta innebdr att metodernas precision kan
paverkas av flera faktorer utdver den faktiska sockerkoncentrationen, exempelvis
variation i den relativa sammansittningen mellan olika sockerfraktioner och andra
vattenldsliga komponenter 1 provet. Detta stdds dven av Billman et al. (2024), som
rapporterade att Brixvérden via refraktometri inte konsekvent kunde prediktera
koncentrationen av individuella eller totala sockerarter i prov av vallvéxter och att
sambanden varierade mellan véxtarter och provtagningstidpunkter.

Betydelsen av att kunna uppskatta vallfodrets sockerhalt blir sarskilt tydlig vid
utfodring av histar med metabola sjukdomstillstind sdsom EMS, PPID och
PSSM. Litteraturen visar att kontroll av intaget av léttlosliga och icke-strukturella
kolhydrater kan vara en viktig del av den dietdra hanteringen vid dessa tillstand
(Durham et al., 2019; Valberg et al., 2011). Samtidigt illustrerar resultaten frén
denna studie den praktiska utmaningen att utveckla enkla faltmetoder som
samtidigt uppvisar tillracklig precision och tillforlitlighet.

6.2 Diskussion av studiens resultat

Resultaten i1 denna studie visade att glukosstickornas métvarden uppvisade
starkare samband 4n refraktometerns matvirden med analyserade koncentrationer
av olika sockerfraktioner, &ven om sambanden generellt var relativt svaga och stor
spridning observerades kring regressionslinjerna, vilket indikerade begridnsad
precision i skattningen av de analyserade koncentrationerna. Refraktometerns
matviarden uppvisade genomgaende ldgre forklaringsgrad och svagare samband,
vilket sannolikt kan forklaras av att metoden bygger pa mitning av 16sningens
brytningsindex. Métvirdena paverkas dirmed av den samlade koncentrationen av
16sta komponenter i1 extraktet snarare dn av specifika sockerfraktioner sisom
glukos, fruktos, sukros eller fruktaner, vilket sannolikt minskar metodens
specificitet for uppskattning av lattlosliga kolhydrater.
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Till skillnad frén laboratoriebaserade referensmetoder miter refraktometern inte
specifika sockerarter utan 16sningens brytningsindex, vilket pdverkas av den
samlade koncentrationen av l9sta &mnen i provet. Eftersom véxtextrakt fran
vallfoder, utdver sockerarter, d&ven innehaller organiska syror, aminosyror, 16sliga
proteiner och mineraler kan dessa komponenter bidra till méitvérdet och ddrmed
minska metodens specificitet for uppskattning av lattlosliga kolhydrater. Det
innebér att tva prover med samma koncentration av WSC potentiellt kan ge olika
Brixvédrden beroende pa skillnader i 6vrig kemisk sammanséttning. Eftersom olika
dmnen kan paverka losningens brytningsindex i varierande grad ar det inte heller
sékert att deras bidrag &r proportionellt mot respektive koncentration. Detta kan
bidra till att forklara de svaga sambanden mellan refraktometerns matvéarden och
analyserade sockerfraktioner. Detta Overensstimmer med resultaten fran Billman
et al. (2024), som rapporterade att Brixvédrden inte konsekvent kunde prediktera
koncentrationen av vare sig de individuella sockerarterna eller den totala
sockerhalten i vallvaxter. Sambanden varierade mellan olika véxtarter och mellan
olika provtagningstidpunkter. Forfattarna foreslog att variationen sannolikt
forklarades av skillnader i vixtmaterialets kemiska sammanséttning samt av att
flera olika @mnen bidrog till 16sningens brytningsindex. Detta &r sarskilt relevant i
den hir studien eftersom provmaterialet omfattade ett brett spektrum av
vallfodertyper med varierande skdrdetidpunkter och sannolikt dven varierande
botanisk sammanséttning.

Glukosstickornas métviarden baserades ursprungligen pa semikvantitativa
koncentrationsintervall snarare dn kontinuerliga métvirden. Efter omrékning till
g/kg torrsubstans erhdlls dock samband 1 spridningsdiagrammen som uppvisade
en ungefdr linjar form. Darfor genomfordes dven Pearsons korrelationsanalys som
en kompletterande analys till Spearmans rangkorrelation. Pearsons
korrelationskoefficienter var dock genomgéende l4dgre 4n motsvarande
Spearmankorrelationer och vid test av normalfordelning pavisades att
glukosstickornas omréknade vérden inte var normalfordelade. Resultaten talar
dérfor for att Spearmans rangkorrelation dr den mest lampliga metoden for att
beskriva sambanden 1 detta dataset. Regressionsanalyserna inkluderades framst
som ett deskriptivt verktyg for att illustrera sambanden mellan glukosstickornas
métvirden och de analyserade koncentrationerna och bor darfor tolkas med
forsiktighet.

Glukosstickornas métvarden uppvisade starkare samband med de analyserade
koncentrationerna av socker jamfort med refraktometerns, vilket sannolikt kan
forklaras av att metoden bygger pd en mer specifik analysprincip. Stickorna
detekterar glukos genom en enzymatisk reaktion som ger upphov till en
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fargforandring relaterad till glukoskoncentrationen. Sambanden mellan
glukosstickornas mitvarden och total WSC var daremot svagare, vilket var
forvantat eftersom glukos endast utgor en del av den totala WSC-fraktionen. Tva
vallfoderprov med liknande total WSC-koncentration kan darfor innehalla olika
mangder glukos beroende pa den relativa fordelningen mellan glukos, fruktos,
sukros och fruktaner. Detta kan bidra till att forklara varfor glukosstickornas
mitvirden endast forklarade en begrénsad del av variationen i analyserad total
WSC.

Detta stoddes av de kompletterande analyserna dér glukosandelen, uttryckt som
procent av total WSC, uppvisade ett svagt positivt samband med glukosstickornas
mitvéirden (Pearsons r = 0,234; Spearmans p = 0,276). Nér glukosandelen
inkluderades tillsammans med total WSC i regressionsmodellen 6kade
forklaringsgraden fran R? = 0,055 till R? = 0,124, vilket indikerar att den relativa
andelen glukos delvis kan bidra till variationen i glukosstickornas skattningar.
Resultaten indikerar darmed att glukosstickornas métvéarden sannolikt inte enbart
paverkas av den totala koncentrationen av léttlosliga kolhydrater utan dven av den
relativa sammanséttningen av olika sockerfraktioner. Eftersom glukos utgdr en
varierande andel av den totala WSC-fraktionen kan sambandet mellan
glukosstickornas métvirden och total WSC forsvagas. Vallfoderprov med
liknande total WSC-koncentration kan innehélla olika mangder glukos beroende
pa den relativa fordelningen mellan glukos, fruktos, sukros och fruktaner, vilket
begrinsar mojligheten att anvénda glukosstickor for uppskattning av total WSC.
Detta skulle kunna bidra till att forklara en del av den observerade variationen
mellan glukosstickornas métvéirden och analyserad total WSC. Samtidigt bor det
tas hinsyn till att glukosstickorna dr semikvantitativa och visar
koncentrationsintervall snarare dn kontinuerliga numeriska varden. Detta innebéar
att mindre skillnader mellan prover inte nddvéndigtvis registreras som olika
resultat. Vidare bygger metoden pa visuell avldsning av en fargskala, vilket kan
innebdra ytterligare osékerhet eftersom grianserna mellan olika fargnivaer kan vara
svéra att skilja 4. Sma skillnader i belysning, subjektiv bedomning och
avldsningstid kan potentiellt paverka resultatet och bidra till variation mellan
matningar.

Den stora spridningen i spridningsdiagrammen och de breda graderna av
Overensstimmelse som observerades 1 Bland—Altman-analyserna indikerar
dessutom att glukosstickorna inte kan betraktas som direkt utbytbara mot
enzymatiskt-spektrofotometriska analyser. Korrelations- och regressionsanalyser
anvéndes for att undersdka om ett samband mellan metoderna foreldg, men dessa
analyser &r inte tillrdckliga for att avgora om tva metoder kan anvéndas utbytbart.
Tva metoder kan uppvisa stark korrelation samtidigt som de systematiskt skiljer
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sig at 1 sina métvirden. Bland—Altman-analyser anvandes darfor for att undersoka
Overensstimmelsen mellan metoderna och identifiera eventuell systematisk bias
samt storleken pa de individuella avvikelserna mellan métningarna. Resultaten
tyder pa att variationen i hur vél glukosstickorna skattade de analyserade
koncentrationerna sannolikt paverkades av flera samverkande faktorer, déribland
variation i sammansittningen av léttlosliga kolhydrater, biologiska skillnader
mellan olika vallfodertyper samt metodologiska faktorer kopplade till
extraktionsforfarandet, exempelvis skillnader 1 mdngden atervunnet extrakt efter
pressning och variation i extraktets sammansattning. En ytterligare faktor som
sannolikt paverkade resultaten dr att de anvinda glukosstickorna utvecklats for
urinanalys och inte for analys av véxtextrakt. Véxtextrakt skiljer sig fran urin
avseende bland annat kemisk sammansittning, firg, pH och koncentration av
potentiellt interfererande &mnen. Detta kan potentiellt paverka stickornas
enzymatiska reaktion eller fargutveckling och ddrmed bidra till den observerade
variationen.

Ytterligare felkéllor i denna studie kan ha uppstatt under provberedning och
extraktion. Eftersom analysmetoderna baserades pa ett standardiserat
extraktionsforfarande med 10 g foderprov och 50 ml vatten kan sma avvikelser i
invdgd provmaingd eller tillsatt vattenvolym ha paverkat koncentrationen i det
slutliga extraktet. En 6verslagsberdkning baserad pa fordndringar i forhéllandet
mellan provméangd och vattenvolym indikerar dock att mindre métfel sannolikt
endast skulle ge upphov till begriansade fordndringar i de uppskattade
koncentrationerna. Exempelvis skulle en avvikelse pa +1 g i invdgd provméngd
vid anvéndning av 10 g prov motsvara en fordndring pa cirka =10 %, medan en
avvikelse pd £2 ml tillsatt vatten vid anvdndning av 50 ml vatten skulle motsvara
en fordndring pa cirka +4 %. Det &r darfor osannolikt att mindre matfel vid
vagning eller volymmaétning ensamt kan forklara den stora spridning som
observerades i resultaten. Aven skillnader i graden av pressning vid atervinning
av extraktet kan ha paverkat hur stor andel av de 16sta komponenterna som
extraherades. Eftersom det malda materialet absorberade en stor del av vitskan
kan variation 1 méngden dtervunnet extrakt mellan prover dessutom ha bidragit till
ytterligare variation i métresultaten.

Resultaten frdn ROC-analyserna indikerade samtidigt att glukosstickorna hade
viss formaga att skilja mellan prover med <100 respektive >100 g WSC/kg
torrsubstans. Ett AUC-virde pé cirka 0,68 indikerar en mattlig
diskrimineringsférmaga, vilket innebér att glukosstickorna hade béttre formaga att
skilja mellan prover med 1ag och hog koncentration av littlosliga kolhydrater 4n
vad som skulle forvéntas av en slump, men att klassificeringsformigan
fortfarande var begrdnsad. Detta skulle kunna indikera att glukosstickor har storre
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potential som ett praktiskt screeningverktyg &n som en metod for kvantitativ
bestdmning glukoshalten. Vid praktisk anvdndning skulle metoden kunna
anvindas for en forsta uppskattning av vallfodrets glukoshalt. Eftersom glukos
utgdr en del av WSC-fraktionen kan mitvérdet samtidigt ge en grov indikation pa
om vallfodret sannolikt har en relativt lag eller hog koncentration av léttlosliga
kolhydrater. For vallfoder med koncentrationer nira griansvirdet pa 100 g
WSC/kg torrsubstans dr dock sannolikheten for felklassificering sannolikt storre,
eftersom sma skillnader i mitvarde kan medfora att prover placeras i olika
kategorier. Detta skulle kunna begridnsa metodens anvéndbarhet vid situationer
dér en mer exakt uppskattning av koncentrationen kravs, exempelvis vid
foderbedomning till hiastar med 6kad kéanslighet for lattlosliga kolhydrater, sdsom
héistar med EMS eller PPID. Resultaten indikerar dock att precisionen ér
begrénsad, vilket innebér att resultaten bor tolkas med forsiktighet vid praktisk
anviandning.

En styrka med denna studie var det relativt stora antalet prover samt att materialet
omfattade ett brett spektrum av vallfodertyper och WSC-koncentrationer. Ett brett
variationsintervall ar viktigt vid metodutvirdering eftersom det mojliggor
undersokning av metodernas funktion over ett storre koncentrationsomrade.
Samtidigt innebir ett heterogent provmaterial dven vissa begransningar.
Skillnader 1 grasarter, botanisk sammansittning, skordetidpunkt och
konserveringsmetod kan bidra till 6kad biologisk variation och ddrmed paverka
styrkan i observerade samband. Samtidigt representerar denna variation sannolikt
den heterogenitet som forekommer 1 olika vallfoderpartier 1 praktiken, dér
vallfodrets sammansittning ofta varierar bade inom och mellan partier. Om
indirekta miatmetoder ska ha praktisk anvandbarhet behdver de dérfor kunna ge
tillforlitliga resultat &ven under varierande forhallanden och inte enbart i
homogena forsoksmaterial.

Flera metodologiska forbéttringar skulle kunna dvervégas 1 framtida studier.
Digital avldsning av glukosstickor skulle kunna minska variation relaterad till
visuell bedomning av fargforandringar och samtidigt ge mer kontinuerliga
mitvéarden. Det skulle dven vara av intresse att undersoka om resultaten paverkas
av ytterligare standardisering av extraktionsforhéllanden. Studier med mer
homogena provmaterial, exempelvis enskilda grisarter eller specifika
konserveringsmetoder, skulle dessutom kunna anvindas for att battre identifiera
vilka faktorer som paverkar mdtmetodernas precision. Eftersom vallfoder i
praktiken ofta uppvisar stor variation i sammansittning dr det dock viktigt att
aven framtida studier inkluderar ett brett spektrum av vallfodertyper for att
utvirdera metodernas praktiska anvéndbarhet.
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Resultaten tyder pa att varken refraktometri eller glukosstickor kan ersétta
enzymatisk-spektrofotometriska analyser for bestimning av total WSC- eller
glukoskoncentration i vallfoder. Glukosstickorna uppvisade dock starkare
samband med analyserade virden av olika sockerfraktioner dn vad refraktometern
gjorde och kan potentiellt ha storre virde som ett snabbt screeningverktyg. I
framtida studier bor det undersokas om resultaten kan forbéttras genom digital
avldsning av glukosstickor eller genom anvindning av alternativa indirekta
metoder, sésom NIRS-baserade analyser. Tidigare studier har dock visat att dven
NIRS-metoder kan uppvisa begrénsad precision vid uppskattning av WSC-
koncentrationer och att resultaten kan péverkas av faktorer sasom provberedning,
provtyp och de kalibreringsmodeller som anvénds (Harris et al., 2018; Le Cocq et
al., 2022). Detta indikerar att ytterligare metodutveckling sannolikt krévs for att
uppna en tillracklig noggrannhet vid uppskattning av sockerhalten i vallfoder.

Resultaten stodde delvis studiens hypotes. Hypotesen att glukosstickor skulle
uppvisa ett starkare samband med analyserad glukoshalt stoddes av resultaten, da
glukosstickorna uppvisade starkare samband med analyserad glukoskoncentration
dn med Ovriga analyserade sockerfraktioner. Ddremot stoddes inte hypotesen att
refraktometri skulle uppvisa ett starkare samband med total WSC-halt, eftersom
refraktometern genomgaende uppvisade svaga samband och 14g forklaringsgrad 1
relation till bdde total WSC och individuella sockerfraktioner.
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7. Slutsatser

Syftet med denna studie var att undersoka om glukosstickor och refraktometer
kunde anvindas for uppskattning av sockerhalten i vallfoder i relation till
enzymatiskt-spektrofotometriskt analyserade varden for léttlosliga kolhydrater
(WSC). Resultaten visade att glukosstickornas matvarden uppvisade hogre
samband med analyserade sockerfraktioner jimfort med refraktometerns varden,
sdrskilt for koncentrationen av glukos och total WSC, men att sambanden
generellt var mattliga till svaga och att stor spridning observerades kring
regressionslinjerna, vilket indikerade begriansad precision i skattningen av de
analyserade koncentrationerna. Refraktometern uppvisade genomgaende lag
forklaringsgrad och begrinsad dverensstimmelse med analyserade virden.
Resultaten stddde darmed delvis studiens hypotes, eftersom glukosstickorna
uppvisade starkare samband med glukoskoncentrationer, medan hypotesen om ett
starkare samband mellan refraktometern och total WSC inte stoddes. Varken
glukosstickor eller refraktometer bedoms dérfor kunna ersétta enzymatisk-
spektrofotometriska analyser for bestimning av total WSC-halt eller dess
fraktioner i vallfoder. Glukosstickorna kan diremot potentiellt ha ett virde som ett
enkelt screeningverktyg for att sarskilja prover med relativt 14g respektive hog
WSC-koncentration, men resultaten bor tolkas med forsiktighet med héansyn till
metodens begrinsade precision samt att glukosstickorna bygger pa avldsning av
koncentrationsintervall snarare dn kontinuerliga matvérden.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Sockerhalten i vallfoder har blivit en allt viktigare friga inom histutfodring,
sarskilt for hastar med &mnesomséttningsrelaterade sjukdomar sasom ekvint
metabolt syndrom (EMS), pituitary pars intermedia dysfunction (PPID) och
polysaccharide storage myopathy (PSSM). For dessa héstar kan ett hogt intag av
socker paverka hélsan negativt och 1 vissa fall 6ka risken for fang (EMS, PPID)
eller korsforlamning (PSSM). Darfor &r kunskap om vallfodrets sockerhalt viktig
for att kunna anpassa utfodringen sa att den fungerar dven for dessa héstgrupper. I
dag bestdms sockerhalten i vallfoder frimst genom laboratorieanalyser. Dessa
analyser ger tillforlitliga resultat men kan vara bade kostsamma och tidskrévande.
I praktiken analyseras darfor inte alla foderpartier, vilket innebér att beslut om
utfodring ibland fattas med begrénsad information. Det finns dirfor ett intresse av
enklare metoder att fa reda pé fodrets sockerhalt som snabbt kan anvidndas direkt i
falt. Syftet med denna studie var att unders6ka om glukosstickor och refraktometri
skulle kunna anvéndas som enklare alternativ for att uppskatta sockerhalten i
vallfoder for hést.

Glukosstickor anvénds vanligtvis for analys av glukos 1 urin och fungerar genom
att en fargforandring uppstar pa stickan vid kontakt med glukos. En refraktometer
miter 1 stéllet hur ljus bryts i en 16sning och anvénds ofta for att uppskatta
koncentrationen av 16sta &mnen, exempelvis socker. I studien anvindes totalt 261
vallfoderprover. Resultaten fran glukosstickor och en refraktometer jamfordes
med laboratorieanalyserade virden for koncentrationen av lattlosliga kolhydrater
(WSC). Glukos, fruktos, sukros och fruktaner inkluderas 1 littlosliga kolhydrater.
Resultaten visade att glukosstickorna hade starkare samband med de analyserade
sockerhalterna av de olika fraktionerna i WSC och med den totala WSC-
koncentrationen jamfort med refraktometerns métvarde. Sambanden var dock
generellt relativt svaga och stor spridning observerades kring sambanden mellan
de indirekta midtmetoderna och de analyserade koncentrationerna av total WSC
och olika sockerfraktioner.

Refraktometern visade 1dg dverensstimmelse med de analyserade virdena. Detta
kan sannolikt forklaras av att refraktometern inte endast paverkas av innehéllet av
socker utan dven av andra dmnen 1 vixtextraktet, exempelvis organiska syror,
proteiner och mineraler. Studien visade att varken glukosstickor eller
refraktometer kan ersétta laboratorieanalyser for att bestimma sockerhalten.
Glukosstickorna skulle ddremot kunna ha viss praktisk anvandning som ett enkelt
hjalpmedel for att skilja mellan foder med relativt 1&g och hog sockerhalt.
Resultaten behdver dock tolkas med forsiktighet eftersom metodernas precision
var begréinsad.
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Publicering och arkivering

Godkinda sjilvstiandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver i
séddana fall godkdnna publiceringen. I samband med att du godkadnner publicering
kommer SLU &ven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan ndrsomhelst aterkalla ditt godkédnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkéinnande s
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar ldnkar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hir sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

JA, jag, Linnea Jarnstrom har l4st och godkénner avtalet for publicering samt
den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

(] NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse till att publicera fulltexten av
foreliggande arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och
sammanfattning blir synliga och s6kbara.

56


https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316


  G l u k o s s t i c k a    (   g  k g t s ) =     (   C  s t i c k a   ×   V  e x t r a k t   × 10 )  (   m  p r o v × t s )


    C  sticka


    V  extrakt


    m  prov


  R e f r a k t o m e t e r    (   g  k g t s ) =     ( B r i x   ×   m  l ö s n i n g   × 10 )  ( 100   x     m  p r o v × t s )


    m  l  o ¨ sning


  C V    ( % ) =     S D    x -   × 100


  S D


    x ˉ


  W S C − h a l t   ( g / k g   t s ) = 89 . 85 + 3 . 97   × g l u k o s s t i c k a n s   m ä t v ä r d e


  G l u k o s   ( g / k g   t s ) = 23 . 77 + 1 . 88   × g l u k o s s t i c k a


  G l u k o s + s u k r o s   ( g / k g   t s ) = 35 . 13 + 2 . 43   × g l u k o s s t i c k a n s   m ä t v ä r d e

