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SAMMENDRAG
Drgvtyggere er plantespisere og avhengig av symbiotisk mikrobiell fordgyelse i vom og baktarm for &

kunne utnytte cellulose, hemicellulose og lignin som finnes i plantecelleveggen til plantene. |
drgvtyggervomma finnes ulike bakterier, ciliater, anaerob sopp og metanogene arker i hgye
konsentrasjoner. Metanogenene produserer metan ved at de bruker hydrogen til & redusere
karbondioksid (Sirohi et al, 2010). Metanutslippet representerer bade et energitap for dyret, og det
bidrar til global oppvarming. Sauer (Ovis aries) har en relativt stor vom, de spiser starre mengder
fiber, har en langsommere mikrobiell fermentering, maten oppholder seg lengre i vomma og de tygger
mer drgv sammenlignet med andre drgvtyggere som er anatomisk og fysiologisk tilpasset en diett med
mindre fiber (Hofman, 1989). Ulik passasjetid gjennom fordgyelsessystemet, og forskjeller i
mikrofloraen i vom og baktarm hos ulike drgvtyggere kan kanskje resultere i ulike utslipp av metan.
Fenoliske antibeitestoffer som tanniner i dietten er tidligere vist 2 hemme metanproduksjonen hos
drgvtyggere (Tavendale et al, 2005; Liu et al, 2011; Tan et al, 2011). Hypotesen i dette studiet er at
sau slipper ut mer metan pa en gressbasert pelletsdiett enn pa en lavdiett, fordi lav inneholder
fenoliske lavsyrer som kan ha en effekt lik den tanninene har pa metanproduksjonen. Resultatene fra
dette studiet skulle ogsa sammenlignes med nylig utfarte studier pa reinsdyr (Rangifer tarndus
tarandus) (Hansen, 2012). Hypotesen var at sau som er tilpasset en gress- og grovfordiett ville
produsere mer metan enn reinsdyr som er en intermedigrdrgvtygger. Metanproduksjon hos sau ble i
dette prosjektet malt ved hjelp av et respirasjonskammer for a se ulikheter i produksjon utfgrt under
spesifikke betingelser. Malingene ble gjort gjennom 23 timer, to ganger per dyr pa to ulike dietter, en
gresshasert pelletsdiett (Reinfor fra Felleskjapet, Norge), og en lavdiett (hovedsakelig Cladonia
stellaris). Den gressbaserte pelletsdietten inneholdt hgye konsentrasjoner av protein og vannlgselige
karbohydrater. Mens lavdietten inneholdt bade mindre proteiner og vannlgselige karbohydrater, men
haye konsentrasjoner av hemicellulose som hos lav inkluderer spesielle lavsukker ulik de man finner i
glandulere planter. Sauene (n=2) som spiste pellets (0,43 kg tarrstoffinntak (TSI) i forsgk) hadde et
gjennomsnittlig (SD) utslipp pa 16,7 (+ 3,03) g CH, / kg TSI/ dag, mens sauene (n=2) som spiste
lavdietten (0,2375 kg) hadde et gjennomsnittlig (SD) utslipp pa 9,6 (+ 3.01) g CH, / kg TSI/ dag. Det
lave metanutslippet pa lavdietten kan skyldes de fenoliske forbindelsene i lavdietten eller det lave
inntaket pa denne dietten. Antall forsgksdyr er lite i dette studiet, men de malinger som er gjort
indikerer at sau hadde et lavere utslipp av metan sammenlignet med reinsdyr. Sauene fikk tildelt lik
mengde for, men spiste bare halvparten da de fikk lav. Det er derfor vanskelig a trekke en sikker
konklusjon i forhold til hypotesen om at sauen som grovforspiser produserer mer metan enn

intermediardrgvtyggere.



2. INNLEDNING

2.1. Metan som drivhusgass

De siste arene har det veert stor interesse for drivhusgasser, og hvordan disse bidrar til global
oppvarming og klimaendringer (Moss et al, 2000). Metan er en slik drivhusgass, og kan
pavirke klimaet indirekte gjennom en oksidasjonsprosess i atmosfaeren som produserer en
annen drivhusgass, karbondioksid, som farer til klimaendringer og global oppvarming
(Johnson & Johnson, 1995).

Tidligere malinger har vist at konsentrasjonen av metan som ligger lagret i polarisen, har vert
stabil lenge. Na har konsentrasjonen gkt, og det forventes at metan vil bidra til global
oppvarming med 15-17 % de neste 50 arene (IPCC, 1992). Hele 20-30 % av atmosfarisk
metan kommer fra fossile kilder, som gassutvinning og distribusjonen av denne, gruvedrift,
samt frigjerelse fra vatmarksomrader, der karbon har veert lagret gjennom flere hundre ar.
Men mesteparten av atmosferisk karbon er fra kilder som brenning av biomasse, hav og
innsjger, risproduksjon, kloakk og sgppeldeponier og enterisk fermentering (Johnson &
Johnson, 1995). Husdyrproduksjon er en av hovedkildene til metan, siden denne gassen har
21 ganger starre drivhuseffekt enn karbondioksid (UNFCCC, 2006). Tamme drgvtyggere star
for 15-33 % av det totale utslippet av metan i verden (IPCC, 2001). | New Zealand er 50 %
av utslippene fra landbruk basert pa drgvtyggere. Mens i Norge er det bare 3-4 % av
utslippene som skyldes drgvtyggere som ku og sau (NIR 2003; Selmer-Olsen, 2009).

2.1. Metanogener og metanogenesen
Metanogener er en gruppe mikroorganismer som etablerer seg i vomma raskt etter fadsel hos

drgvtyggere (Fonty et al, 1987; Morvan et al, 1994). | nyfgdte drevtyggere som drikker melk
er vomma liten i forhold til lapemage, men utvikler seg etter hvert som dyret gar over til fast
fade (Oh, et al, 1972; Chuch et al, 1976). De utgjar bare 0,5-3,0 % av mirkrobepopulasjonen i
en ferdig utviklet vom hos blant annet hos sau (Jansen & Kris, 2008; Lin et al, 1997; Yanagita
et al, 2000). Bakterier, anaerob sopp og encellede ciliater / protozoa er andre
mikroorgansimer som finnes i vomma. Metanogenene er arker. Arkene representerer et av de
«three domains of life» («tre-domene-systemet») som ble lagt fram av Carl Woese ved
University of Illinois i 1990, med domenene Archaea, Bacteria og Eukaryota som
toppgrupperinger (Woese et al, 1990). Arkene (Archaea) er mikroskopiskeke, encellede,

prokaryote organismer som ligner bakteriene av utseende, men som skiller seg fra disse ved at



de blant annet har ulike biokjemiske komponenter i cellevegg og membraner, og ulik form og
starrelse pa ribosomene. Metanogenene i drgvtyggervomma tilhgrer Euryarchaea, men i de
siste arene har det ogsa blitt funnet metanogener som tilhgrer Thaumarchaeota (Bronchier-
Armanet et al, 2008; Woese et al, 1990). Distribusjonen av metanogenene varierer, noen lever
i vomvaeska, andre finnes forbundet til vomveggen i epithelium (Pei et al, 2010; Shin et al,
2004). De kan ogsa leve i et symbiotisk forhold til protozoa hvor de lever inne i cella eller
festet til overflaten pa protozoaen (Finlay et al, 1994; Ohene-Adjei et al, 2007;
Regensbogenova et al, 2004; Tokura et al, 1999;Wolin et al, 1997). Studier har vist at ved &
fjerne de cilate protozoer fra vomma, kan man redusere metanogeogenesen med 30-45 %
(Ushida et al, 1996).

| vomma, der den mikrobielle fordgyelsen hovedsakelig pagar vil plantematerialet og
vaeskene blandes sammen, pH er 5,6- 6,7, og temperaturen er ca. 39 °C. Her blir
polysakkarider aller farst brutt ned til monomerer og oligomerer av bakterier, anaerob sopp og
protozoa. Men produktene fra den mikrobielle fermenteringen er energirike flyktige fettsyrer
(VFA) (eddiksyre, propionsyre og smgrsyre) og gasser som ammonium, hydrogen,
karbondioksid og metan. De energirike flyktige fettsyrene blir absorbert over vomveggen og
tatt opp i dyrets blod, og tilfgrer dyret energi og neering. Siden for hgye konsentrasjoner av
hydrogenioner (lav pH) i vomma virker hemmende pa den mikrobielle nedbrytningen av
plantefiber, er det viktig a redusere konsentrasjonen av H, vomma (Wolin 1997; McAllister &
Newbold, 2008). Dette er en viktig rolle som metanogenene kan fylle. De bruker hydrogen
(H>) som energi for & redusere karbondioksid (CO,) til metan (CH,) og vann (Hungate, 1970).
Figur 1 viser en enkel skjematisk framstilling av den mikrobielle fordgyelsen i ei

drgvtyggervom.
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Figur 1. Mikrobiell fermentering i vomma hos en sau, der endeproduktene hovedsakelig er energirike flyktige
fettsyrer (VFAs), CO, 0g H,. Metanogenene i vomma bruker H til a redusere CO,til CH,. Gassene forlater
dyret via spisergret gjennom raping, og hele 89 % blir absorbert inn i blodet, og deretter fares ut gjennom
lungene (Murray et al, 1976). Det er en liten andel av metan som slippes ut som tarmgass.

Selv om hydrogen er det substratet som benyttes hyppigst av metanogenene for a danne
metan, kan de ogsa nyttegjere seg andre substrater. Metanogenene deles inn i grupper etter
hvilke substrater de anvender (Garcia et al, 2000) som skissert i Tabell 1. Hydrogenotrofiske
metanogener oksiderer hydrogen og reduserer karbondioksid for & danne metan. De kan ogsa
dra nytte av maursyre og noen alkoholer. Denne gruppen bidrar mest med energi til vertsdyret
gjennom metanogenesen. Methanobreivibacter spp. er et godt eksempel pa denne type
metanogener. Metylotrofer er en annen gruppe som bruker metylamin og/ eller
metylkomponenter i metanogenensen, og genererer ikke like mye energi til vertsdyret som
den forrige gruppen. Eksempler pa disse er Methanosphaera spp. og Methanomicrococcus
spp. Den gruppen som gir lavest energiutbytte gjennom dannelse av metan via acetat, er
acetotrofiske metanogener, eksempelvis Methanosarcina spp. Men disse forekommer sjeldent
I vomma, det er stgrst konsentrasjon av de hydrogenotrofiske metanogenene i vomma
(Hungate, 1970). Noen av disse metanogenene er ogsa generalister, de kan bade anvende
hydrogen, eddiksyre og metylgrupper, dette gjelder f. eks Methanosarcina spp. (Liu &
Whitman, 2008).



Tabell 1. Ulike grupper av metanogener basert pa hvilket substrat de anvender for a danne metan. Mengde
energien de generer til vertsdyret er gitt i forhold til rekkefaglgen av gruppene, slik at gruppe 1 bidrar med mest

energi og gruppe 3 med minst energi til dyret.

Type metanogener Substrat Eksempel
1. Hydrogenotrofiske H, Methanobreivibacter spp.
metanogener Maursyre
2. Metylotrofiske Metylaminer Methanosphaera spp.
Metanogener Metylkomponenter Methanomicrococcus spp.
3.Acetotrofiske Eddiksyre Methanosarcina spp
metanogener

En mye brukt metode for a kartlegge hvilke type metanogener som finnes i vomma hos
drgvtyggere er 4 anvende 16S rRNA gen bibliotek. Gjennom analyser fra 14 studier ble det
funnet flere slekter som viste seg a vare lik hos mange drgvtyggere, deriblant
Methanobrevibacter (61,6 %), Methanomicrobium (14,9 %) og en ikke isolerte / dyrkede
arker kalt Rumen Cluster C/ RCC (15,8 %) (Jansen & Kris, 2008). Et senere studium utfart
pa arker i vomma pa sau (Ovis aries), ku (Bos taurus) og hjort(Cervus elaphus) gav liknende
resultater nar det gjaldt sammensetningen av metanogener i vom (Jeyanathan et al, 2011).
Sundset et al (2009a, 2009b) viste ogsa at det er de samme metanogenene som finnes i
vomma hos reinsdyr, bade norsk rein (Rangifer tarandus tarandus) og Svalbard rein (Rangifer
tarandus platyrhynchus.). Disse studiene indikerer at sasmmensetningen av metanogener i vomma
varierer lite mellom ulike drgvtyggere. Tabell 2 viser en enkel oversikt over meteanogengruppen som
er blitt funnet sa langt i vomma til sau, ku og reinsdyr i ulike deler av verden, og pa ulike dietter.
Studiene tyder pa at diversiteten og sammensetningen av metanogener er svart lik hos ulike

drgvtyggere, men at antallet varierer (Tabell 2).



Tabell 2. Diversitet og tetthet av metanogener i vomma til to grovférspisere: sau (Ovis aries), ku (Bos taurus),

en konsentratselektor, hjort (Cervus elaphus) og to intermedizrdrgvtyggere: reinsdyr (Rangifer tarandus

tarandus) og Svalbardrein (Rangifer tarandus platyrhynchus ) ulike dietter og naturlig beite.

Drgvtygger
(diett)

Metanogengrupper

Antall metanogener

Sau (grovfor,

gress, havre,

Methanobrevibacter gotschalkii
Methanobrevibacter ruminantium

hay, pellets, Metahanosphaera spp.
silofor) Methanomicrobium spp.
Methanomicrococcus spp.
RCC
Ku (gress, Methanobrevibacter gotschalkii
havre, hay, Methanobrevibacter ruminantium 1.3 x 10° (Denman et al, 2007)
korn, silofér, Metahanosphaera spp. 9.8 x 10 (Evans et al, 2009)

hay, surfér)

Methanomicrobium spp.
Methanomicrococcus spp.
RCC

Methanobacteruim spp.

2.9 x10° (Hook et al, 2009)

Hjort (silofor,

Methanobrevibacter gotschalkii

gress, Methanobrevibacter ruminantium
Metahanosphaera spp.
Norsk rein Methanobrevibacter gottschalkii

(Sommerbeite)

Methanobrevibacter ruminantium
Methanosphaera spp.
Methanomicrobium spp.
Methanomicrococcus spp.

RCC

4.0 x 10% (Sunset et al, 2009a)

Svalbardrein
(hast og
vinterbeite )

Methanobrevibacter gottschalkii
Methanobrevibacter ruminantium
Methanosphaera spp.
Methanomicrobium spp.
Methanomicrococcus spp.

RCC

3.0 x 10" p& hesten(Sunset et al,
2009a)

5.0 x 107 pd vinteren (Sunset et al,
2009a)

Data pa diversitet fra Hook et al, 2009, Jeyanathan et al, 2011 Pei et al, 2008, Pei et al, 2010, Shin et al, 2004,
Skillman et al, 2006 Sunsest et al, 2009a Sundset et al, 2009b , Tajima et al, 2001b Williams et al, 2009
Whitford et al, 2001, Wright et al, 2004b, Wright et al, 2006, Wright et al 2007, Wright et al, 2008, Yanagita
et al, 2000, Zhou et al, 2009

10



2.3. Interaksjoner mellom metanogener og andre mikroorganismer
Protozoene produserer hydrogen gjennom sin fermentering, dette substratet benyttes deretter

av metanogenene. Det symbiotiske forholdet til metanogenene er en fordel for protozoene,
siden for mye hydrogen i vomma hemmer metabolismen til protozoene (Sharp et al, 1998).
Det er ulike arter av metanogener som lever i symbiose med protozoer, men studier har vist at
Methanobacteriaceae er den mest fremtredende (Tokura et al, 1997) I noen tilfeller er ogsa
Methanomicrobium spp. og arker fra «Rumen cluster C / RCC» fremtredende (Ohene-Adjei et
al, 2007; Regensbogenova et al, 2004).

Interaksjonene mellom anaerob sopp og metanogener ligner litt pa interaksjonen mellom
protozoer og metanogener. Anaerob sopp produserer hydrogen, og metanogenene trenger
dette i metanogenesen. Slik kan den anaerobe soppen fortsette sin metabolisme. Resultatet av
denne symbiosen er gkt cellulose nedbrytning (Mountfort et al, 1982).

Det finnes ogsa interaksjoner mellom bakterier og metanogener. Bakteriene kan bade
produsere og anvende hydrogen (Wolin et al, 1997). Men det har vist seg at metanogenene
vinner kampen om H,, metanogenesen er den mest foretrukne prosessen for a eliminere H,
(Chaban et al, 2006). En annen prosess, acetogenese, konkurrerer med metanogenesen, men
sistnevnte har vist seg a avlevere mer energi, og dermed blir denne metanogeogenesen
favorisert (Fonty et al, 2007; Le Van et al, 1998). Likevel er eddiksyre et neeringsemne for
dyret, noe metan ikke er (Joblin, 1999).

Metanogenenes oppgave er som nevnt a redusere hydrogenkonsentrasjonen i vomma, slik at
metabolismen til en rekke mikroorganismer ikke blir hemmet. Metanproduksjonen kan bli
pavirket fra flere hold. Interaksjoner mellom metanogener og andre mikroorganismer i
vomma er en viktig faktor, kanskije spesielt forholdet med protozoene. I tillegg tyder det ogsa
pa at antallet metanogener i vomma har en direkte sasmmenheng med mengde metan som
produseres (Denman et al, 2007). Pa den maten kan kanskje ogsa type drevtygger pavirke
metanproduksjonen (Sundset et al , 2009a, 2009b; Mathiesen et al, 2000). Diett og dyrets
fordgyelsesstrategi er andre faktor som kan virke inn pa metaonogenenes produksjon av

metan.

2.4. Fordgyelse fysiologi hos drevtyggere
Anatomien av gastro-intestinaltrakten til drgvtyggere har tilpasset seg dietten til de ulike

drgvtyggerene gjennom evolusjonen. En tilpasning bade gjennom plantecelleveggstrukturen

og den fysiske strukturen av plantene, og (Hofman & Stewart, 1972) har delt drgvtyggere inn
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i grupper. Inndelingen baserer seg pa ulike strategier i forhold til anatomi og funksjonen av
fordgyelsessystemet. Den gruppen av drgvtyggere som gjennom evolusjonen er tilpasset
utnyttelse av en diett med hgyt innhold av cellulose, hemicellulose og lignin (plantefiber)
kalles «gress- og grovforspisere» og utgjer omlag 25 % av drgvtygger-artene. De har stor
vom, og bladmage og lange tarmer, men sma distale fermenteringskammer. Ku og sau inngar
i denne gruppen dragvtyggere. Omlag 40 % av drevtyggerartene (eksempelvis elg) har et
fordeyelsessystem som er tilpasset en plantediett rik pa plantecellekomponenter, og darlig
tilpasset fiberfordgyelse. Denne gruppen selektive drgvtyggere kalles «konsentratselektorer».
Disse dyrene har relativ liten vom og bladmage, korte tarmer, men store distale
fermenteringskammer. Mellom gruppene «gress- og grovforspisere» og
«konsentratselektorer» finner vi gruppen «intermedigrdravtyggere».
«Intermediaerdravtyggere» selekterer plantene de spiser, men har en blandet diett, og de
unngar mat som inneholder for mye fiber. De kan sies & vaere opportunistiske, i og med at de
spiser det som er tilgjengelig av mat som falge av sesongmessige endringer (Hofman, 1989).
Reinsdyr er et godt eksempel pa en «intermedizr drgvtygger»

Sauer er som sagt «gress-og grovforspisere», men de er selektive nar det gjelder beiteplanter
og beitehabitat (Cheeke, 1999). P4 sommeren er sauene ute pa beite, og da spiser de
hovedsakelig gress. Pa vinteren blir de som regel foret silo (Cheecke, 1999). Tidligere har
ogsa lav blitt gitt som hjelpefor (Presthegge, 1944). Siden dietten deres hovedsakelig bestar av
plantefiber, har en langsom mikrobiell fermentering, der maten oppholder seg lengre i vomma
(lang passasjetid), og de tygger mer drgv sammenlignet med andre drgvtyggere (Hofman,
1989). Anatomiske og fysiologiske studier har ogsa vist at dravtyggere som spiser primart
gress med hgyt innhold av fiber (cellulose, hemicellulose og lignin) har relativt sma
spyttkjertler (0,05-0,07 % av kroppsvekta) sammenlignet med drgvtyggere som er
«konsentratselektorer» (f. eks elg), som selekterer pa plantecelleinnhold (0,18-0,22 % av
kroppsvekten) (Hofman et al, 2008). Arsaken til at «gress- og grovforspisere» som sauen, har
mindre spyttkjertler kan vare at de ikke er like avhengig av at spyttet ma inneholde proteiner
som bryter ned maten, eller fenoliske forbindelser som planter produserer for & beskytte seg
mot giftige antibetiestoffer i plantene. Sauer tygger maten sidelengs for a dele opp maten far

de svelger den (Hofman, 1986).
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2.5. Sekundere fenoliske metabolitter
Lav dekker omlag 8 % av landoverflaten, serlige i alpine og nordlige omrader (Nash, 1996).

Lav er en symbiotisk organisme mellom en sopp (myobiont) som er avhengig av en annen
komponent (fotobiont), som kan drive fotosyntese, og sgrger for naring til organismen. Dette
er ofte en grgnnalge eller en cyanobakterie (Cocchietto et al, 2002). Laven produserer og
akkumulerer en rekke sekundzre fenoliske plantemetabolitter, ogsa kalt lavsyrer, eksempelvis
usninsyre (Ingolfsdottir, 2002). Metabolittene er pigmenter som absorberer UVB-straler, og
dermed beskytter planten mot a bli gdelagt av UVB-stralene fra sola. Usninsyre beskytter i
tillegg laven mot beite (Cocchietto et al, 2002). Dette ble allerede rapportert sa langt tilbake
som til 1800-tallet, da Backman (1890) og Zukal (1895) publiserte data om forekomsten av
sekundzere metabolitter i lav som et kjemisk forsvar mot beitende dyr. Beskyttelse mot beiting
er viktig for laven som vokser langsommere enn de fleste vaskulere plantene. Usninsyre er
ogsa giftig for insekter (Emmerich et al, 1993; Cetin et al, 2008 ), snegler (Hesbacher et al,
1995) og pattedyr, inkludert mennesker (Dailey et al, 2008).

Likevel er det noen drgvtyggere som spiser lav, deriblant reinsdyr (Klein, 1982; Aagnes &
Mathiesen, 1994), moskus (Ovibos moschatus) (Ihl & Klein, 2001) og moskushjort (Moschus
moschiferus) (Green, 1987). Disse dravtyggerne har tilpasset seg en diett med hgye
konsentrasjoner av usninsyre, og er trolig i stand til & bruke denne fenolforbindelsen som
energikilde (Sundset et al, 2008). En rekke lavarter inneholder ogsa haye konsentrasjoner av
lettfordayelige karbohydrater, som gir en hgy produksjon av VFA (Thomas et al, 1984),

dermed mye energi til vertsdyret.

De sekundeare fenoliske metabolittene er anti-mikrobielle / antibiotiske stoffer som hemmer
veksten og metabolismen til bakterier, protoza og anaerob sopp i vomma (Dorman & Deans,
2000; Burt 2004). Effekten av disse er avhengig av pH i vomma og diett (Patra & Saxena,

2009b). Pavirkiningene de sekundzre fenoliske metabolittene har pd vomma er avhengig av

plantetype og den kjemiske sammensetningen av planten (Benchaer et al, 2008)

Tanniner er en gruppe fenoliske forbindelser, og det er et relativt hgyt innhold av tanniner i
frukt, busker, belgfrukter og korn (Patra et al, 2010). Tanniner har ogsa vist seg a ha en
negativ effekt pa metanogenesen i vomma, og kan redusere metanutslippene fra dyret (Patra
et al. 2010). Tidligere studier pa geit har vist at 50 % av tanninene allerede var forsvunnet far
dyret hadde svelget maten, noe som indikerer at det finnes tanninnedbrytende proteiner i

spyttet som kan ha vert involvert (Provenza et al, 1984).
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2.6. Hensikt og hypoteser
Formalet med dette prosjektet var & male utslipp av metan fra sau pa to ulike dietter, en

gressbasert pelletert diett og en lavdiett. Dette gjeres fordi utslippet fra dyret kan variere i
forhold til hva foret inneholder, bade av naering og sekundaere fenoliske forbindelser.
Samtidig var det et gnske om a undersgke om sauen, med sin foringstrategi og
grovforspiseranatomi slipper ut mer metan sammenlignet med andre drgvtyggere. Dataene fra
dette prosjektet skulle drgftes mot nylig gjennomfarte forsgk pa reinsdyr under samme
betingelser. Hensikten med prosjektet var a teste to hypoteser: (1) Sau slipper ut mer metan
pa en gresshasert pelletsdiett enn pa lavdiett, da lav inneholder fenoliske forbindelser som
man tror hemmer metanproduksjonen og (2) Sau, som er tilpasset en gress- og grovfordiett

produserer mer metan enn reinsdyr som er en intermedizrspiser nar de spiser samme type for.

3. MATERIAL OG METODER

3.1. Forsgksdyr
Forsgket ble utfert i juni-2012 og oktober-2012, ved Arktisk Biologi bygget, Institutt for

Arktisk og Marin biologi, Universitetet i Tromsg, Norge. Forsgkene var godkjent av
Forsgksdyrutvalget (godkjenningsnr 4003). Fem sgyer (Ovis aries) ble tatt inn til
forsgksdyreanlegget for Avdeling for Arktisk Biologi 20. februar. 2012, fra en gard i Tensvik,
utenfor Tromsg (Arnulf Jensen). Siden noen av sauene hadde litt hoste, og det hadde veert
tidligere tilfeller av lungebetennelse og hoste pa garden i Tansvik, fikk alle sauene et
bredspektret antibiotikum som profylakse (Terramycin). | tillegg fikk alle sauene Valbazen
for forebygging av lgpe- tarm- og lungeorm, bendelorm og leverikter. Dyrene var ett ar
gamle, og veide da 35- 45 kg. De fikk tildelt silo ad libitum da de kom til
forsgksdyreanlegget, samme diett som far ankomst. Etter hvert gikk de over pa en gressbasert
pelletsdiett (reinfor fra Felleskjgpet), og deretter pa en lavdiett (hovedsakelig Cladonia
stellaris).

3.2. Forsgksoppsett og forsgksdesign
| dette studiet ble det brukt respirometri for @ male produksjonen av metan fra sau. Denne

metoden er en velbrukt metode og gir ngyaktige resultater. I tillegg gir den individuelle

metanmalinger. Fordelene med et respirasjonskammer er at man ngyaktige mal per individ, og
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man far metanutslipp bade fra vomma- og baktarmsfermentering. Pa en annen side krever
denne metoden mye tid i form av trening av dyrene, som ogsa kan fare til at antall dyr som
kan brukes i eksperimentet reduseres (Johnson & Johnson, 1995).

Ved bruk av respirasjonskammer kan man male et dyrs omsetning av en gass, i dettet tilfellet
metanproduksjon. Ved a registrere gasskonsentrasjonen i lufta som gar inn kammeret, og
gasskonsentrasjonen i lufta som dras ut av respirasjonskammeret, i tillegg til mengden luft

som passerer gjennom kammeret, kan mengden metan som dyret produserer beregnes.

Figur 2 viser et enkelt forsgksoppsett. Oppsettet for forsgket inkluderte en aluminiumsboks pa
1.3 m* (med et vindu i den ene enden), som var respirasjonskammeret, der dyret ble plassert.
Boksen stod i et klimakammer, slik at temperaturen kunne holdes innenfor dyrets
termongytrale sone. Sauene hadde under sommerforsgkene en pelstykkelse pa > 5 cm og ~ 10
cm under hgstforsgkene, noe som tilsier en lavere kritisk temperatur pa < 0 °C (Alexander,
1974). Forsgkene ble derfor gjennomfart ved en temperatur pa 4,4- 5,5 °C for a sikre
termongytrale betingelser. Et kamera ble plassert foran vinduet pa boksen, slik at dyret kunne
observeres under forsgket. Lufta fra dyret ble dratt ut (utgangsluften) ved hjelp av en pumpe
(stevsuger, Electrolux, Oxygen z5520, 1500W-440W suction, Super Silence) (luftpumpe 1 pa
figur 2), som ga en luftstram pa 120-140 I/min som ble malt ved hjelp av et masse- flowmeter
(type G-40, Elster A/G Mainz, Stuttgart, Tyskland). Luften ble trukket inn gjennom sma hull i
boksens nedkant (inngangsluften). Luften i kammeret ble godt sirkulert ved hjelp av en vifte,
som var plassert slik at luften som dyret pustet ut, ikke forsvant ut gjennom hullene.
Konsentrasjonen av oksygen og metan fra bade inngangs- og utgangsluften ble registrert
henholdsvis av en oksygenanalysator (3-SA Oxygen analyser Applied Elecietrochemistry
Inc., Sunnyvale, CA, USA) og en metananalysator (Binos-100 Methane analyser, Rosemount,
Tyskland). Gassanalysatorene mottok luften via en pumpe (Thomas Industries inc., Powerair
division., Sheboygan Wisc. USA) (luftpumpe 2 pa fig.2). | tillegg ble ogsa vanndamp fjernet
fra luften for denne nadde gassanalysatorene, ved hjelp av tarkestoffer (Kalsiumklorid, Merck
KGaA, Darmstadt, Tyskland).

En gang hver time under hele forsgket ble konsentrasjonen av oksygen og metan i
inngangsluften malt (10 min), bortsett fra timen etter foring. Da vi ville registrere
metanproduksjon i forbindelse med forinntak, i tillegg til a skaffe differansen mellom
metankonsentrasjonen i inn- og utgangsluften gjennom hele eksperimentet. Konsentrasjonen
av oksygen ble malt for a kontrollere at dyret hadde tilstrekkelig ventilasjon under forsgket

(minimum 20,5 % O,). Metananalysatoren ble kalibrert i forkant av hver forsgksdag ved &
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bruke en AGA 99,99 % ren nitrogengass som null-verdi, og en 997 mol-ppm 0,0997 % CHy i
nitrogen som referanseverdi. Oksygenanalysatoren ble kalibrert opp mot omgivelse-luften
(20,97 % O2) 0g 99,99 % N, (0 % O,). Terkestoffene ble skiftet ut annen hver dag. Ellers var
det et termo- og hygrometer (Vasala HMI 32) som registrerte temperaturen og den relative
fuktigheten i utgangsluften, slik at luftstrammen kunne korrigeres i henhold til STPD. Alle
registreringer ble lagret pa en pc gjennom programmet Chartv5 powerlab (Powerlab,
ADlInstruments). Metanmalingene pa hvert dyr ble utfgrt i 23 timer, og den 24. timen ble
ekstrapolert slik at det var tid til & forberede og starte opp et nytt forsgk neste dag.

Forsgket ble utfert ved at dyret ble plassert i boksen en time far registreringene begynte, slik
at man kunne forsikre seg at dyret forholdt seg rolig, samtidig som at utstyret fungerte som
det skulle. I tillegg var det viktig at kammeret ble satt pa en time for sauen kom inn i

kammeret, slik at korrekt forsgkstemperatur ble oppnadd.
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Figur 2. Forsgksoppsett i forenklet form. Luften dras ut av kammeret ved hjelp av luftpumpe 1 og 2, og
registrert av gassanalysatorerer for CH, og O,. Ved hjelp av en treveiskran kan det bestemmes om utgangsluften

blir malt, eller inngangsluften. Masse-flowmeteret registrerer luftstrammen.

Metanmalingene ble utfart pa to ulike dietter, en gresshasert pelletsdiett og en lavdiett. Den
gressbaserte pelletsdietten inneholdt 23,3 % havre, 18,9 % timotei, 16 % havrekli og 11,2 %
bygg (Felleskjgpet, Norge). Lavdietten var en miks av lavarter, men hovedsakelig Cladonia
stellaris, laven kom fra @sterdalen i Sgr-Norge. Der var det viktig at dyrene fikk det
gjeldende féret i minst 3 uker far forsgket skulle gjennomfares. Studier har vist at hos noen
drgvtyggere trenger mikroorganismene i vomma og baktarmen tid til a tilpasse seg det nye
foret (Storeheier 2003, Aagnes Utsi, 1998). Lav er som nevnt ikke et veldig mye brukt for til

sau, sa naturligvis tok det litt tid & venne de enkelte sauene til lavdietten.
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Siden formengde er en av faktorene som pavirker metanproduksjon (Murray et al, 1999) ga vi
dem en bestemt mengde (ca. 0,440 kg i tarrstoff). | uken fer forsgket fikk sauene samme
mengde for som de skulle ha under forsgket, i motsetning til ad libitum som de ellers fikk.
Hvert dyr gjennomgikk forsgket to ganger pa hver diett, av hensyn til at det kunne vere

variasjoner i metanproduksjonen fra dag til dag.

| forkant av eksperimentet ble hver sgye tilvendt forsgksoppsettet over en lengre periode, det
var viktig at dyrene var trygge og rolige i forsgkssituasjonen. Pa denne maten kunne vi
forsikre oss om a fa de mest representative resultatene. Derfor var det essensielt & legge ned
mye tid i trening av alle dyrene i oppstarten av forsgksrundene. De matte bli komfortable med
a veere alene, ha noe begrenset plass, samt lydene av klimakammeret. Treningen inkluderte i
farste omgang a ha dyrene hver for seg, og plassere de i kassen nar klimakammeret var
avslatt, og deretter nar kammeret var paslatt. Intensiteten av treningen gkte jo naermere vi kom
farste forsgksdag, der dyrene ble plassert i kassen flere ganger i uken ca. en maned far.

Av de fem sgyene som ble hentet inn til forsgket deltok kun to i selve forsgket. En av sgyene
ble tatt ut av gruppen fordi den ikke klarte & venne seg til forsgkssituasjonen og var urolig
inne i respirasjonskammeret under treningsperioden for forsgket. To av sgyene dede uventet
etter en periode med féring av den gressbaserte pelletsdietten. Begge disse dyrene ble
obdusert ved Veterinerinstituttet i Tromsg. Obduksjonen viste at sgyene var kobberforgiftet,
og den ene sgyen hadde i tillegg bakteriell lungebetennelse. Kronisk kobberforgiftning er et
velkjent problem hos sau i Norge, fortrinnsvis hos voksne dyr pa innlandsbeitet og man antar
at arsaken kan veere lave nivaer av molybden, som fungere som antagonist ved opptak av
kobber (Sivertsen, 2008) Det ble antatt at kobberforgiftningen av de to sgyene i dette forsgket
skyldtes det gressbaserte foret som ble brukt (Reinfor fra Felleskjgpet), da sau taler mindre
kobber enn rein. De to gjenstaende sgyene tilpasset seg forsgkssituasjonene godt og var friske.
Foret deres ble tilsatt Na-molybdat (100 mg) og Na-sulfat (1 g) preventivt etter avtale med
veterinr for a forebygge forgiftning. De to forsgksdyrene spiste normalt og viste ingen tegn
til sykdom under forsgket. De ble begge slaktet i etterkant av eksperimentet og det ble heller

ikke gjort unormale funn ved obduksjon i samrad med veteringr.

3.3. Beregning av CH,4
Forskjellene i metankonsentrasjonen per time ble bestemt ved a registrere utgangsluften i 50

minutter, og i inngangsluften i 10 minutter fgr og etter registreringen av gasskonsentrasjonen i

utgangsluften. Sampling av luft fra de to kildene ble gjort ved a bruke en treveiskran (Se
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figur 2). Det tok noen minutter far dedvolumet i samlingssystemet var skiftet ut, og derfor ble
ikke hele datasettet brukt i beregningene, bare de siste 5 minuttene av inngangsluften og de
siste 45 minuttene av utgangsluften. For de tidsperioder hvor representative malinger ikke
kunne gjeres, ble verdiene ekstrapolert. Temperaturen pa luften ble ogsa registrert
(Tgass(°C)) Metaninnholdet i utgangsluften minus metaninnholdet i inngangsluften gir
metanproduksjonen i % fra dyret (A CHg ) (figur 3). Metanproduksjonen per time (V cnq (1/
time)) ble korrigert for STPD pa falgende vis:

Vcha=A CH4 % * 0.01* 60 min/ time * Luftstremstpp

Luftstramstep ( 1/ min) er luftstrammen malt ved masse-flowmeteret minus
vanndampinnholdet i gassen, gitt ved standard temperatur, T (273, 15 K) og trykk, P (760
mmhg). Dette ble beregnet ved hjelp av Magnus ligningen (for eksempel Kotsoyiannis,
2012):

Luftstremstpp= Luftstrem- (Luftstrem> ((RH/100)*4,581* (107((7,5 * Tgass)/ (238+
Tgass))))/ P)

For & beregne metanproduksjonen i gram per time ble denne beregningen utfart:

CH,4 (g/time) = (P *Veng™® M)/ (R*T)
Hvor P og T er standard trykk (760mmHg) og temperatur (273,15 K), M er molvekten til
metan (13,0189) og R er gasskonstanten 62,36 mmHg K™ mol™.

Siden hvert dyr bare ble malt i 23 timer, ble den 24. timen ekstrapolert. Dette ble gjort ved &
beregne gjennomsnittet av den 1.timen og den 23.timen. Den 1. timen ble valgt siden den
hadde et stabilt metaninnhold, siden dyret ikke hadde spist. Den totale produksjonen av metan

per dag ble beregnet ut fra gjennomsnitt fra de 23 timene og den ekstrapolerte 24.timen.

For & kunne se hvor mye energi som gikk tapt som metan, og kunne sammenligne de to
diettene ble brutto energiinntak, tapt som metan (BEI i %) kalkulert. Dette ble kalkulert ved &
multiplisere den daglige metanproduksjonen (Vcna 1ot) med energiinnholdet i metan (ECcpa)
som var 39,45 kJ/ L (Brouwer 1965; Suzuki et al, 2007):
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CH4 i % av BEI= ((VCH4,TOT* ECCH4) / BE')* 100

der BEI er produktet av energitettheten i foret (Kalorier kJ/ g DM, i Tabell 3) og
tarrstoffinntaket fra hver dag (g/ dag).

Analysert inngangsluft ~ Analysert utgangsluft ~ Analysert inngangsluft

A
g
g < 45min > Smin < 45min > 5min
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§ A
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Figur 2. Skjematisk framstilling av registreringen av metankonsentrasjon produsert fra sau, utfgrt ved hjelp av et
respirasjonskammer. Metananalysatoren registrerte metankonsentrasjonen i inngangsluften i 10 minutter og 50
minutter i utgangsluften. Det tar noen minutter far dgdvolumet er ute av systemet, s& i beregninger i
metankonsentrasjoner ble gjort ved & bruke de siste 5 minuttene og de siste 45 minuttene av henholdsvis

inngangsluften og utgangsluften.

3.4. Beregning av terrstoffinntak
For hver forsgksdag ble det tatt ut og fryst ned en férprave, i tillegg til forprave fra restfor

hvis det var tilfelle. Disse pravene ble benyttet til & estimere forinntak i tgrrstoffvekt. Hver
prave ble tarket i tarkeskap ved 100 °C. Fer tarking av selve pravene matte silica gel tarkes i
1 dagn, deretter ble den gelen plassert i en beholder. Ngdvendigheten av silcagelen er a skape
et tart miljg. Glassbeholdere som forpravene ble plasser i ble merket og deretter tarket i
skapet i 1 dggn. Etterpa avkjeltes de i beholderen med silicagel, for sa a bli veid. Pravene
matte tines far de ble veid (vatvekt), og plassert i glassbeholderne. Tarking av prgvene
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foregikk over noen dager, til de ble fullstendig terre (tarrvekt). For a vite nar de var helt tarre,
matte de veies helt til de veide det samme som dagen far. Utregning av tarrstoff ble utfart
ved falgende formel: Tarrstoff (TS)= Tarrvekt (TV)/ Vatvekt(VV)*100.

Forprever ble ogsa pakket inn og sendt til Eurofins Food & Agro Testing Norway AS
(Trondheim) for & sjekke neeringsinnholdet i foret som dyrene fikk (Hansen, 2012). | Tabell 3
ser vi neringsinnhold i pellets fra Felleskjgpet og lav som hovedsakelig bestod av Cladonia
stellaris. I den gressbaserte pelletsdietten er det et hgyt innhold av proteiner, fett, aske, lignin
og vannlgselige karbohydrater, i motsetning til den miksede lavdietten som har et hgyt

innhold av hemicellulose.

Tabell 3. Kjemisk analyse av reinfor fra Felleskjgpet (gjennomsnitt + SD)

(data fra Hansen 2012)

Reinfor (n=2) Lav(n=3)
Kalorier kJ/ g DM 18.5+0.05 17.4+0.85
Tarrstoff (%) 88.9+0.10 38.2+1.86
(% av tarrstoff)
Protein 12.7+0.10 <2.6
Fett 4.7 +0.16 1.7+0.16
Aske 7.8+0.10 <26
Vannlgselige 5.9+0.05 0.1+0.06
karbohydrater
Lignin 7.2+0.15 2.0+0.10
Cellulose 5.2+0.16 1.4+0.35
Hemicellulose 329+£0.22 78.7+£1.08

3.5. Statistikk
Nar man undersgker datasettene bruker vi en t-test, som er den vanligste maten &

sammenligne kvantitative data for to grupper pa. En paret t-test gir mer palitelige
testresultater enn en uparet t-test, og derfor ble en paret t-test benyttet i dette studiet. Pa denne
maten kan vi finne ut om det er signifikante forskjeller mellom diettene og testing av
hypotesen. Hver sau er sitt eget par med pelletsdatasettene og lavdatasettene. For a kunne ta
denne testen i bruk ma differansene er tilneermet normalfordelt. Hypotesetesten baserer seg

pa den t-fordelte testobservatoren
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T= gjennomsnittlig D/ (Sp/\n),

der D er differansen mellom de parete verdiene, og Sp? er variansen og n er antall praver, alts&
antall dyr. Hypotesen (Ho) i dette studiet er at sau produserer mer metan eller lik mengde
metan nar de spiser en lavdiett sammenlignet med en gresshasert pelletsdiett. Ved a bruke et
signifikantniva o= 0,05 vil Ho bli forkastet hvis T > t, (t, finnes i tabellen for t-fordeling, D.5 i
Lgvas, 2004). Hvis P-verdien er mindre enn 0,05 (Ho= u1<u») Vil Ho bli avvist, i motsetning til

hvis T-verdien er over 0,05, da vil Hg ikke bli avvist

4. RESULTATER

4.1. Kroppsvekt og tarrstoffinntak
Hvert dyr ble veid bade far og etter forsgkene, og ut i fra disse veiingene ble det regnet en

gjennomsnittsverdi per individ, som vist i Tabell 3. Gjennomsnittsvekten for begge dyrene var
51,3 kg under forsgkene pa en gressbasert pelletsdiett. Nar dyrene gikk pa lavdietten, var
gjennomsnittsvekten 45 kg. | tillegg ble ogsa terrstoffinntak beregnet for dyrene, bade for
pellets og lav. Under forsgkene med pellets, fikk hvert dyr ca. 0,43 kg i tarrstoff. | forsgket
der dyrene fikk tildelt lavdietten, var ikke tarrstoffinntaket like hgyt, og inntaket varierte

mellom individene. Gjennomsnittsinntaket for dyrene var 0,2375 kg, som vist i Tabell 4.

Tabell 4. Kroppsvekt (KV) og tarrstoffinntak (TSI) under forsgk pa en gressbasert pelletsdiett og lavdiett.

Pellets Lav
Sau Dato KV (kg) TSI (kg) Dato KV (kg) TSI (ko)
55
11.06.12 44,3 0,434 4.10.12 40,0 0,169
13.06.12 42,5 0,438 10.10.12 39,4 0,189
11
12.06.12 59,9 0,435 3.10.12 51,0 0,274
18.06.12 58,3 0,435 9.10.12 49,4 0,318
Gjennomsnitt + 51,3+ 0,435 + 4495 + 0,239 + 0,05
SD 7,9 0,00 5,28
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4.2. Metanutslipp
Det gjennomsnittlige metanutslippet fra sauene der de fikk en gressbasert pelletsdiett var 16,7

+ 3,03 g CH4/ kg tarrstoffinntak (TSI)/ dag, mens utslippet var 9,6 = 3.01 g CH4/ kg
tarrstoffinntak (TSI1)/ dag nar de gikk pa en lavdiett (Tabell 5). Pa grunn av at T= 3,06 >
t,=12,706, vil H, forkastes ved et signifikansniva pa 0,05, der frihetsgraden er = n — 1. P-
verdien er liten (0,0001), noe som forsterker forkastelsen av Ho, ved bruk av et signifikantniva
pa 0,05. Vi ser samme trenden for CH, i % av BEI (P=0,001). Ved hjelp av en paret t-test
tyder det pa at forskjellene i metanproduksjon var signifikante.

Tabell 5. Metanutslipp per sau (CH4 g/dag; CH4 i % av brutto energiinntak (BEI), bade fra forsgk med en
gresshasert pelletsdiett og en lavdiett.

Pellets Lav
Sau Dato CH4(9) CH,g/ CH, %) Dato CH4(@) | CH4g/ | CH4
kg TSI/ | av BEI kg TSI/ | 96)
dag dag av

BEI
55 11.06.12 6,42 14,8 4,49 4.10.12 1,16 7,1 2,61
13.06.12 9,56 22,1 6,50 10.10.12 1,61 8,5 4,33
11 12.06.12 6,53 14,8 4.55 03.10.12 2,31 8,4 1,56
18.06.12 6,58 15,2 451 09.10.12 4,67 14.18 2,72
Gjennom- 7,3+ 16,7 + 50+ 24+ 9,6 + 28+
snitt + SD 1,35 3,03 0,86 1,4 3,01 1,0

Nar man ser pa utslippet av metan per time fra sau (n=2) ser man at etter de fikk tildelt for 2
timer inn i forsgket, gker metanutslippet fra dyret ved en gressbasert pelletsdiett. Under
forsgkene pa en lavdiett s3 man ingen umiddelbar gkning i metanproduksjonen rett etter tildelt
for. Arsaken er sannsynligvis at dyrene ikke spiste fortlgpende all foret de fikk tildelt. Se
Figur 3 for metanproduksjon gjennom dggnet. Videre se man ogsa at utslippet av metan er

lavere ved lavdiett enn ved en gressbasert pelletsdiett.
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Figur 2. Metanutslipp per time fra sau gjennom en 23 timers periode malt via et respirasjonskammer. Utslippet
ble malt pa to ulike dietter, gresshasert pelletsdiett og en lavdiett (for i tarrvekt). Den 24. timen er ekstrapolert.
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4.3. Oksygen
Registreringen av oksygen ble utfgrt pa samme mate som ved metan (Figur 2). Det ble

observert at dyret inni kassen var godt ventilert til en hver tid, altsa godt over minimum

verdien pa 20,5 %.

5. DISKUSJON

5.1. Mindre utslipp av metan fra sauer som spiser en lavdiett
Dette studiet indikerer at metanproduksjonen hos sau pa en lavdiett er lavere enn nar de spiser

en gressbasert pelletsdiett (Tabell 4). Sauene som spiste en gresshasert pelletsdiett produserte
16,7 + 3,03 g CH4/ kg TSI/ dag, mens utslippet var lavt, bare 9,6 + 3,01 g CH4/ kg TSI/ dag
nar de spiste lavdietten (Tabell 5). | dag er det ikke vanlig & bruke lav som for til sauer, men
tradisjonelt har lav blitt gitt som et supplement om vinteren til sau, og allerede i 1908 ble det
gjort féringsforsgk med lav til sau ved Landbrukshgyskolen pa As (Presthegge, 1944). Studiet
viste at sauer som var tilvendt det a spise lav, hadde godt naringsutbytte av a spise 1 kg lav
malt i tgrrstoff. De dyrene som ikke var tilvendt lavdietten pa forhand fikk et darlig
naeringsutbytte, og lavarten som inneholder mest lavsyrer, falt heller ikke i smak hos sauene
(Presthegge, 1944). To av lavartene som ble brukt i Presthegges (1944) forsgk er reinlaven,
Cladonia alperstris og gullaven, Cetraria nivalis og ved senere studier har det vist seg at
disse artene inneholder hgye konsentrasjoner usninsyre (Laakso & Gustafsson, 1952; Rundel
1978). Usninsyre en fenolisk forbindelse som beskytter laven mot beite og UV-straler, og kan
pavirker forinntaket i flere drgvtyggere (Cocchietto et al, 2002). Disse lavartene er heller ikke
fordgyelig for herbivorer som ikke har tilpasset seg de sekundeare fenoliske forbindelsene i
laven Laven er heller ikke lett fordgyelig for herbivorer som ikke har tilpasset de sekundare
fenoliske forbindelser i lav (Presthegge 1954; Nordfelt et al, 1961; Jenks & Leslie 1988;
Sundset et al, 2010).

Det finnes mange ulike fenoliske forbindelsene som produseres av de ulike lavartene. De kan
pavirke mikrobene, fermenteringen og metanogenesen i vomma, men ogsa dyrets foropptak er
stor (Benchaer et al, 2008). Mikrobiell detoksifisering av disse forbindelsene er ofte
ngdvendig for at dyrene skal kunne spise disse lavartene. Men i moskus (Obvios moschatus)
viste detoksifiseringene seg a veere like energikrevende som det drgvtyggeren sparer i form av
redusert metanutslipp (White & Lawler, 2002).
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De ulike faktorene som kan pavirke metanogenesen produksjon av metan vil diskuteres

neermere

5.3. Sekundere fenoliske metabolitter
Det er identifisert over 200 000 sekundzere fenolsike forbindelser i planter (Hartman, 2007)

Tanniner er fenoliske forbindelser som kan pavirke metanogensen, enten ved a virke
hemmede pa veksten av metanogenene og protozoene, eller virke inn pa fermenteringen og
fordgyelsen av nzring i vomma, og, som kan pavirke metanogenesen (Tavendal et al, 2005;
Patra & Saxena, 2009b) | motsetning til andre studier som har vist at tanniner hadde ingen
effekt pa metanogenesen (Beauchemin et al, 2007). Patra & Saxena (2009b) har funnet ut
tanninene hemmer veksten av cellulolytiske bakterier og anaerob sopp, som pavirker fiberfordayelsen.
Tanniner finnes bade naturlig og i syntetisk form. Det er mye tanniner i belgfrukter, korn,
noen typer gress og busker. Kompakte tanniner danner komplekser med proteiner i vomma og
beskytter dem fra mikrobiell nedbrytning der. Dette sgrger for en mer effektiv fordgyelse av
aminosyrer i lgpemagen og tynntarmen (Min et al, 2003)Sau som fikk kompakte tanniner gkte
opptaket av nitrogen fra urinen, som ogsa bidrar til proteinmetabolismen (Carulla et al, 2005).
Sa tanniner kan brukes en tilsetning til fortyper som inneholder mye proteiner, slik at ikke
proteinene fermenteres i vomma, men fares videre til tarmen hvor en enzymatisk fordgyelse
av proteiner foregar (McDonald et al, 2002). Detoksifisering av fenoliske forbindelser koster
energi (lllius & Jessop, 1995), og dravtyggere taper allerede 3- 9 % energi i form av metan
(Blaxter & Clapperton, 1965). Vil det lgnne seg for dyret a bruke energi pa a detoksifisere
fenoliske forbindelser i forhold til energien som gar tapt i form av metan? White og Lawler
(2002) viste at hos moskus er innsparingen ved reduksjonen i metanutslipp som felge av
tanniner i vedaktige beiteplanter lavt sasmmenlignet med det det koster & detoksifisere disse
antibeitestoffene, med bare 2- 3,2 % av bruttoenergiinntak (BEI). Hos sau og ku som fikk
hgy av god kvalitet, var produksjonen av metan 6-9 % BEI (Blaxter & Clapperton, 1965;
Johnson & Ward, 1996; Woodward et al, 2001), og kan reduseres med sa mye som 24 % ved
a spise planter med et hgyt innhold av kompakte tanniner (Woodward, et al, 2001). | dette
studiet var metanproduksjonen 5 % av BEI pa en gresshasert pelletsdiett og 2,8 % pa en
lavdiett, antakelig kan det lanne seg for sauen a detoksifisere sekundaere forbindelser som

tanniner ved a se pa disse tallene.

Usninsyre er en annen fenolisk forbindelse, som lav produserer og akkumulerer. Usninsyren

antibiotisk og hemmer veksten av bakterier og anaerob sopp som ikke er resistente mot denne,
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og vekst av anaerob sopp (Vartia, 1949,1973; Asashina & Shibata, 1971; Brown & Mikkola,
1974). Som nevnt i innledningen beskytter usninsyren laven mot UV-straler og beskyttelse

mot herbivorer (Cocchietto et al, 2002; Dailey et al, 2008). Videre drgfting av usninsyre, se

kap. 5.5.

5.2. Kjemisk sammensetning av diett kan pavirke metanproduksjon

Den kjemiske naeringssammensetningen i de ulike diettene kan ogsa ha virket inn pa
metanproduksjonen, blant annet mengde, type karbohydrat og innhold av fordagyelige
proteiner (Johnson & Johnson, 1995; Ferris et al, 1999). Dannelse av energirike flyktige
fettsyrer bestemmer hvor mye hydrogen som metanogenene kan bruke i metanogenesen.
Eddiksyre og smarsyre produserer karbondioksid og hydrogen, og pa denne maten sgrger de
for at metan kan dannes. Fermentering av ulike karbohydrater gir ulike endeprodukter som
pavirker metanogenesen. Fermentering av plantecelleveggen med mye fiber gir hayere
eddiksyreproduksjon, og dette farer til hayere pH og mer metanproduksjon. Dermed starre tap
av energi i form av metan for vertsdyret (Moe & Tyrell, 1979; Beever et al, 1989). Hvis det er
vannlgselige karbohydrater som fermenteres er sluttproduktet propionsyre. Propionsyre
senker pH-verdien i vomma, som resulterer med en hemmet effekt pa metanogenesen (Moss
et al, 2000). Hvis man ser pa det kjemiske innholdet i det pelleterte reinforet (Tabell 1), ser
man at det inneholder mer vannlgselige karbohydrater enn lav (henholdsvis 5,9 % av terrstoff
0g 0,1 % av tarrstoff), sa dette kan ikke veere en av arsakene til at sau produserer mer metan
pa en gresshasert pelletsdiett. Men et hgyere inntak av karbohydrater i uansett form som blir
fermentert, bade fiber og stivelse, tyder pa en redusert produksjon av metan (Johnson &
Johnson, 1995). Dette samsvarer jo med resultatene fra dette studiet, da lavdietten inneholdt
mer karbohydrater totalt sett enn den gressbaserte pelletsdietten (Tabell 1).

Den gressbaserte pelletsdietten inneholder ikke hgye konsentrasjoner av hemicellulose som er
vanskelig a fordaye, sammenlignet med lav som inneholder mye hemicellulose (Henholdsvis
32 % av tarrstoff og 78 % terrstoff). Tidligere studier har vist at nar fordgyeligheten av
plantematerialet gker, gker ogsa metanproduksjonen i vomma (Blaxter & Clapperton, 1965;
Van Soest, 1994)

Det var ogsa forskjell i proteininnholdet i de to ulike diettene, den gressbaserte pelletsdietten
inneholdt 12,7 % av tarrstoff, og lavdietten inneholdt <2,6 % av tarrstoff (Tabell 3).
Mikroorganismene i vomma er avhengig av nitrogen for a danne proteiner. Det lave

proteininnholdet i lavdietten kan derfor fere til en redusert mikrobiell vekst og en redusert
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fermentering, som resulterer i en lav metanproduksjon i vomma. Den gressbaserte
pelletsdietten inneholdt mer proteiner, som kan ha en sammenheng med hgy mikrobevekst i

vomma, som resulterer i en hgyere fermenteringsrate og dermed mer produksjon av metan.

En annen faktor som kan pavirke metanproduksjonen er forbehandling. Sliping og pelletering
av for kan fare til en redusering i produksjonen av metan (Blaxter, 1989). Men dette er ikke
tydelig nar inntaket av for er begrenset. Pelletering av foret vil gi en gkt passasje hastighet av
foret gjennom vomma og sannsynligvis fare til et redusert metanutslipp (Okine, 1989). | dette
forsgket fikk dyrene en begrenset mengde pellets og lav, sa derfor spiller kanskije ikke den
nevnte faktoren en sarlig viktig rolle, men det lave inntaket av for og fraver av stra kan ha
pavirket vommiljget ugunstig slik at metanproduksjonen er blitt lavere enn den ville veert

under andre betingelser.

Som nevnt tidligere er sauen en grovforspiser og har sma spyttkjertler i forhold til andre typer
drgvtyggere, og dette kan veere fordi de ikke er like avhengig av enzymer som skilles ut med
spyttet, som bryter proteiner og sekundaere fenoliske metabolitter i maten, for alt videreferes
ned i vomma (Hofman, 1986). Kanskije dette kan vare en av arsakene til at sau slipper ut
mindre metan pa en lavdiett. Innholdet av de fenoliske forbindelsene gjer at sauen ikke far

fordgyd all maten.

5.4. Interaksjoner med andre mikroorgansimer
Metanogener lever som nevnt i symbiose med protozoene, serlig ciliatene. Det kan veere hele

10" metanogener per ciliat i vomma, hvor de ciliate protozoene utgjer en stor andel, opptil 50
% av den totale mikrobielle biomassen (William & Coleman, 1991). De fleste ciliater lever
altsd i symbiose med noen metanogener, enten eksternt eller internt (Finlay et al, 1994;
Tokura et al, 1999). Tokura et al. (1997) viste at antall metanogener som lever pa overflaten
til ciliatene gker etter at vertsdyret har spist. Dette forklarer kanskje at produksjonen av metan
gkte betraktelig rett etter dyrene hadde spist. En gkning i produksjonen av metan er noe som
ble observert etter inntak av den gressbasert pelletsdietten i dette forsgket, men ikke nar
dyrene fikk lav (Figur 3). Ciliatene produserer flere substrater som er fordelaktig for
metanogener, og dermed bidrar ciliatene til metanogenesen. En ciliat kan produsere 5nmol

hydrogen per dag (Tokura et al, 1997), og dette gir en dagsproduksjon pa om lag 50 L
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hydrogen i vomma hos en sau (Ushida et al, 1996), i tillegg produserer en ciliat 1200 nmol av

maursyre som gir en maursyreproduksjon pa 50 mol per dag hos saul.

Ciliater kan deles inn i to grupper, som begge tilharer underklassen Trichomatia. «Holotrich»
ciliater og entodinomorfe ciliater. Gruppene varier i egenskaper og metabolisme (Williams &
Coleman, 1997). De fleste entodinomorfe ciliater kan fordgye alle plantematerialer av
hovedpolysakkaridene, som cellulose, hemicellulose, pectin og stivelse (Williams et al, 1984;
Williams & Coleman, 1988). De primare endeproduktene fra denne fermenteringen er

eddiksyre, smarsyre og karbondioksid. Melkesyre og propionsyre kan ogsa bli produsert.

«Holotrich» ciliatene kan fordaye ikkestrukturelle karbohydrater som stivelse og vannlgselige
karbohydrater, og endeproduktener som eddiksyre, hydrogen, karbondioksid og smearsyre. |
tillegg har disse ciliatene enzymene som er ngdvendig for & bryte ned begrensede mengder av
hemicellulose og pectin, og i tillegg produseres det ogsa maursyre og propionsyre (Williams
et al, 1984; Williams & Coleman, 1988). Dette er jo en fordel, for disse ciliatene kan benytte
seg av stort sett hele planten, noe som igjen vil virke inn pd metanproduksjonen.
Metanogenene bruker hydrogen som protozoene har produsert, for & danne metan. Protozoene
bidrar ogsa til flere fordeler for metanogenene. De undertrykker oksygen gjennom
hydrogenosomer, eller de kan fungere som et slags oppbevaringssted for metanogener som

vokser langsomt (Williams & Coleman, 1997).

Dette studiet indikerer at sau slipper ut mindre metan pa en lavdiett enn pa en gresshasert
pelletsdiett. Arsaken til dette kan jo ha med type ciliater som dominerer i sauens vom, i tillegg
til tettheten av ciliater. Ut fra naringstabellen (Tabell 3) ser man at innholdet i den
gressbaserte pelletsdietten inneholder mer av de fleste naringstoffene enn lav, bortsett fra
hemicellulose. Dette kan tyde pa at sauen kanskje har et hgyere antall av «holotrich» ciliatene,
som kan fermentere de fleste plantematerialene, og dermed en gkt fermentering. Noe som

farer til en hgyere produksjon av metan.
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5.5. Utslipp av metan fra sau sammenlignet med reinsdyr

Dette studiet indikerer at sau produserer mindre metan enn reinsdyr pa begge dietter. Sau
produserte 16,7 + 3,03 g CH4/ kg TSI/ dag og 9,6 + 3,03 g CH4/ kg TSI/ dag pa henholdsvis
en gressbasert pelletsdiett og lavdiett, og reinsdyr produserte 22,6 + 2,52 g CH4/ kg TSI/ dag
pa en gresshasert pelletsdiett og 14,6 + 3,03 g CH4/ kg TSI/ dag pa en lavdiett (Tabell 6).
Disse resultatene var ikke forventet, siden det er en rekke forskjeller mellom sau og reinsdyr,
bade anatomisk, fysiologisk, diettmessig, som tyder pa det motsatte. Likevel er det de samme
gruppene av metanogener i vomma hos de fleste drgvtyggere (Jansen & Kris, 2008; Sundset
et al ,2009a, 2009b).

Tabell 6. Viser metanprosduksjonen mellom sau og reinsdyr (data fra Hansen, 2012 og dette studiet) ved en

gressbasert pelletsdiett og en lavdiett, malingene er utgjort under identiske betingelser.

Gressbasert pelletsdiett Lavdiett
Dyr CH4 g/ kg TSI/ dag CH, (%) av CH4 g/ kg TSI CH, (%) av BEI
BEI /dag
Reinsdyr 25,6 £ 2,52 76+0,7 14,6 + 3,03 51+09
Sau 16,7 + 3,03 5,0+0,86 9,6 +3,01 28+1,0

Anatomisk og fysiologisk sett har sauen som nevnt en stor vom og en langsom passasjetid
sammenlignet med reinsdyr (Hofman, 1989). De ulike drgvtyggerene har jo evolvert seg i

forhold til hva de beiter p&, og dermed har anatomi og fysiologien tilpasset seg deretter.

Basert pa diettmessige tilpasninger er det ogsa store forskjeller mellom sau og reinsdyr.
Reinsdyr er tilpasset en diett der lav inngar som en viktig komponent i vinterdietten, og de ser
derfor ut til & tale inntak av store mengder usninsyre (Sundset et al, 2010). Dette skyldes
trolig mikroorganismer i reinens vom som er i stand til & detoksifisere den sekundare
metabolitten, slik at de ikke hemmer fordgyelsen og forgifter dyret. Studier ved Institutt for
Arktisk og Marin Biologi har vist at usninsyren nedbrytes i vomma, og blir ikke tatt opp av
reinsdyret (Sunset et al, 2008). Dette innebarer at dyrene kan dra nytte av naringen og
energien i laven (Palo 1993). Sau som ikke er tilpasset lav / usninsyre kan imidlertid ta skade
ved for hgyt inntak dosering med usninsyre (Dailey et al, 2008). Dailey et al. (2008) utfarte
en studie pa sau, der sauene fikk veldig haye doser av usninsyre, 485- 647 mg/kg/ dag i 7

dager. Under forgket viste sauene tegn pa smerte i abdomen, stivhet i bakbena, i tillegg til at
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de ble anorekiske. Utfallet ble letalt. Det ble tatt ulike tester, og histologisk sa det ut til at
usninsyren verst rammet skjelettmusklene. Skjelettmusklene endret seg, myocyttene svulmet
opp grunnet cytoplasmisk eosinofili. | tillegg oppstod det hyperkontraksjoner og lesjoner, som
ogsa gir muskelskade. Dette tyder pa at hgye konsentrasjoner av usninsyre er giftig for sau og
gir muskelskader, og er i verste fall dgdelig. Det ma nevnes at det ikke er mulig at en sau kan
fa i seg slike store mengder pa en naturlig mate (Dailey et al, 2008). Sauene i dette forsgket
fikk tilvenne seg lavdietten over tid, og de spiste en begrenset mengde lav per dag, maks
inntak var 0,239 g tarrstoff. Tidligere studier har vist at denne typen lavblanding inneholder
om lag 9 mg usninsyre / g tarrstoff (Sundset et al, 2010) slik at inntaket av usninsyre hos
sauene i dette forsgket var bare 2 mg / kg terrstoffinntak / dag, altsa langt under den toksiske
belastningen som ble gjort i studiet beskrevet av Dailey et al. (2008).

5.6. Utslipp av metan fra sau sammenlignet med andre drgvtyggere

Studier har varierte metanutslipp fra forskjellige dravtyggere (Tabell 7). Arsakene for dette
kan vere flere. Drgvtyggere kan deles inn i ulike grupper i forhold til hvordan deres
fordgyelse og anatomi har utviklet seg med hensyn til hva de spiser (Hofman & Stewart,
1972). Bade inntak og hvilken kjemisk neeringssammensetning foret har kan ha en effekt pa
metanutslippet, i tillegg til den mikrobielle fermenteringen (Moe & Tyrell, 1979; Beever et al,
1989; Blaxter & Clapperton, 1965). Na ser det ikke ut til at type metanogener varierer i
vomma hos ulike drgvtyggere, men konsentrasjonen av disse er variert, som henger sammen
med metanutslipp (Denman et al, 2007 ) (Tabell 2).

Det kan vare vanskelig @ sammenligne metanutslipp fra ulike drevtyggere, ikke bare fordi det
er ulike arter og sterrelser, men ogsa fordi malemetoden og forsgksbetingelsene er
forskjellige. Grov- og gressforspisere ser ut til & produsere litt mer metan enn de andre
dravtyggerene. Det ser ogsa ut til at dietter med hgyt innhold av fenoliske forbindelser i
dietten (lav og belgfrukt) kan ha en hemmende effekt pa metanogenesen.
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Tabell 7. Viser metanutslipp fra ulike drgvtyggere, delt inn i grov- og gressforspisere og

intermedigerdravtyggere. Metanutslipp er regnet i CH, g / kg tarrstoffinntak. Studiene er ufert ved hjelp av et

respirometri (R) SF¢ markar teknikken pa ulike dietter.

Dyr

TSI (kg) og diett

CH,(g/ kg TSI/ dag)

Grov- og gressforspisere
Melkekyr

Biffkyr?

Sau®

Sau

13, 8 Raigras

7,4 surfor (bygg) og korn

0,453 gresshasert pellets
0,239 lav

0,765 surfor (alfalfa) og raigras

23.3 (R) 0g 23.9 (SFs)

22.5

16.7
9,6

18,2 (R) og 21.0 (SFe)

Intermedigerdrgvtyggere

Reinsdyr®

Geit®

0,434 gressbasert pellets
0,447 lav

0,67 fingergress og svingel
1,11 belgfrukter med tanniner

25,6
14,6

15,8
6,6

Grainger et al, 2007, “McGinn et al, 2004, °Dette studiet, *,Pinares-Patifio et al, 2011, Hansen ,2012, °Puchala et

al, 2005

7. KONKLUSJON

Studiene indikerer at sau pa en lavdiett slipper ut mindre metan enn pa en gressbasert diett,

noe som muligens kan skyldes hgyt innhold av sekundzere fenoliske forbindelser og et lavt

innhold av proteiner i lav, samt type og mengde ciliater i vomma hos sauen. Det er vanskelig

a trekke konklusjoner etter dette eksperimentet, da antall forsgksdyr var lavt og de spiste bare

halvparten av den tildelte formengden pa lavdietten. Det er av de samme grunnene vanskelig

a trekke en sikker konklusjon i forhold til at sauen som er en grovforspiser, produserer mer

metan enn en intermedieer drevtygger, som reinsdyr. Studiet tydet imidlertid pa at sau
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produserte mindre metan enn reinsdyr, bade pa en gressbasert pelletsdiett og en lavdiett.

Videre studier ma gjeres for a forsta dette bedre.
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