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Sammendrag

Konklusionen fra tidligere forsgg samt dette forsag er, at man for tryptofan og valin kan forvente et
underindhold pa op til 20 % ved analyse af mineralske foderblandinger. Det skyldes en kombination af
tab af aminosyrerne i processen fra produktion, neddeling og analyse samt tab i analysen. Derudover
vil der altid vil veere lidt variation i analyseresultater over tid. Det betyder, at hvis man analyserer
mineralske foderblandinger, kan man forvente et tab af frit tryptofan og valin indenfor dette interval,

som altsa ikke skyldes, at aminosyrerne ikke er tilsat.
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Der blev i dette forsag genfundet alt det tilsatte valin, mens der for tryptofan blev genfundet mellem 93
og 100 % af det tilsatte. Det viser, at analysen til bestemmelse af frit valin finder det tilsatte, mens

analysemetoden for tryptofan ikke altid kan finde det tilsatte tryptofan.

Tilseetning af tryptofan i henholdsvis pulveriseret og granuleret form til mineralske foderblandinger gav
den samme genfinding. Der er derfor ikke noget, der tyder pa, at de forskellige tryptofan-kilder opfarer

sig forskelligt i mineralske foderblandinger.

Analyse af frit tryptofan ved brug af 3 forskellige analysemetoder udover den normalt anvendte
(modificeret) metode viste, at der generelt blev genfundet et statistisk sikkert lavere indhold af frit
tryptofan i forhold til forventet uanset, hvilken analysemetode, der blev anvendt, og uanset indholdet af
kridt, kridt/benzoesyre eller €j i den mineralske foderblanding. For frit valin blev der genfundet det

forventede niveau uanset, om der var kridt i den mineralske foderblanding eller e;j.

Der genfindes ofte mindre end forventet af de deklarerede frie aminosyrer ved analyser af indkgbte
mineralske foderblandinger. Derfor blev det i et laboratoriefors@g undersggt, om den nuvaerende
analysemetode kan genfinde de tilsatte syntetiske aminosyrer, valin og tryptofan, nar et fysisk tab er
udelukket og om det spiller nogen rolle for genfindingen, om den tilsatte tryptofan-kilde er pulveriseret
eller granuleret. Samtidig blev det undersagt, om genfindingen af frit tryptofan og valin er afheengig af
indholdet af kridt og benzoesyre i den mineralske foderblanding og om genfindingen af frit tryptofan er

afheengig af den anvendte analysemetode.

Baggrund

En indsamling af mineralske foderblandinger hos svineproducenter pa Sjeelland foretaget af
Videncenter for Svineproduktion (VSP) i 2006 viste et underindhold af frie aminosyrer i forhold til det,

der var deklareret [1].

I mange ar har man forsggt at finde grunden til afvigelserne. Der har specielt vaeret fokuseret pa
afblanding og neddelingsmetoder, men pa trods af optimering af disse faktorer, genfindes der alligevel
ofte mindre end forventet af de deklarerede frie aminosyrer ved analyser af indkgbte mineralske
foderblandinger [1], [2].

| et forsgg blev de mineralske foderblandinger produceret pa smaskalaniveau saledes, at afvejning af
komponenter samt neddeling af praver til analyse var optimeret for, at disse faktorer ikke skulle spille
ind pa analyseresultatet. Resultaterne viste, at de frie aminosyrer lysin, methionin og treonin blev
genfundet 100 % i analysen, hvorimod tryptofan og valin kun kunne genfindes med ca. 80-90 % i
forhold til forventet [3]. Det betad, at der blev mistet tryptofan og valin undervejs i processen — enten

som et generelt tab i analysen eller som et fysisk tab undervejs fra blanding af de mineralske



foderblandinger til den endelige analyse. Bade tryptofan og valin i blandingerne var et meget fint
pulver og det var tydeligt, at der var pulver tilbage i blandingsbeholderne og rotationsneddeleren.
Indholdet i det tilbageblevne pulver blev ikke analyseret, men ud fra resultaterne kunne det tyde pa, at

det primeert bestod af tryptofan og valin.

Der er udviklet en ny type tryptofan, som er mere granuleret end tidligere (figur 1). Denne tryptofan-
type skulle opfere sig anderledes sammenlignet med den nuvaerende tryptofan pga. af de granulerede
partikler og det kan forventes, at brug af denne type tryptofan vil mindske risikoen for et fysisk tab. Frit

tryptofan analyseres i samme analyse som de gvrige frie aminosyrer i modsaetning til total tryptofan,

der analyseres separat.

Figur 1. Billede af pulveriseret tryptofan (venstre) og granuleret tryptofan (hajre).

Til analyse af frie aminosyrer anvendes en modificeret EQOF-HPLC metode (EU 152/2009). | 2002 blev
der i en ringanalyse foretaget af Plantedirektoratet (nu Fadevarestyrelsen), med deltagelse af alle
danske laboratorier, fundet for lavt indhold af valin. Det viste sig, at der blev fundet for lidt valin, nar
det analyserede materiale indeholdt mineraler. Derefter blev metoden aendret, sa prgver indeholdende
mineraler blev forbehandlet med natriumsulfid, for at udfeelde metalionerne, sa de ikke forstyrrede
analysen. Alle frie aminosyrer analyseres i dag med den modificerede metode pa trods af, at det kun
er konstateret ngdvendigt for analysen af frit valin. Ved analyse af andre frie aminosyrer kan der
anvendes en ikke-modificeret EGF-HPLC metode, hvor metalionerne ikke farst udfaeldes med
natriumsulfid. Det vides ikke, om ekstraktionen med natriumsulfid har betydning for genfindingen af de

andre frie aminosyrer udover valin.

Efter ekstraktionen med natriumsulfid, gennemfgres der en ekstraktion med 0,1 M HCI og pH indstilles
til 2,2. Mineralske foderblandinger indeholder i gennemsnit ca. 30 % foderkridt som baerestof.
Foderkridt kan reagere kemisk med saltsyre (2HCI + CaCOs - H20 + CO2 + CaClz). Det er derfor



muligt, at der ved et hgjt indhold af foderkridt i mineralske foderblandinger, vil vaere et underskud af
syre under ekstraktionen med HCI, idet det ogsa bruges under den kemiske reaktion med foderkridt.
Derved bliver al den frie tryptofan i blandingen muligvis ikke fundet. Derfor er det muligt, at der for
mineralske foderblandinger med hgijt indhold af kridt skal bruges en hgjere syrekoncentration til
ekstraktion og at styrken af syre skal afstemmes med maengden af kridt i blandingerne. Det er ogsa
muligt, at benzoesyre, som er en svag syre, kan pavirke analysemetoden til analyse af frie
aminosyrer. Pa den anden side er tryptofan specielt under steaerkt sure forhold mindre stabilt end de
andre aminosyrer og det er muligt, at der kan vaere et tab af tryptofan under sure forhold. Det er derfor
muligt, at frit tryptofan ber analyseres separat fra de andre aminosyrer med indstilling til en hgjere pH

end 2,2. Som det er i dag, bliver alle frie aminosyrer analyseret efter samme metode.

Formalet med projektet var at undersage:

e om der ved brug af granuleret tryptofan sker et mindre fysisk tab af frit tryptofan end ved brug af
pulveriseret tryptofan

e om der tabes frit tryptofan og valin i analysemetoden, nar et fysisk tab af aminosyrerne er
udelukket

e om genfinding af frit tryptofan og valin pavirkes af indholdet af kridt og benzoesyre i den
mineralske foderblanding

e om tab af frit tryptofan i analysen kan hindres ved modificering af analysemetoden.

Materiale og metode

Forsgget bestod af 3 delforsag (figur 2), hvor der blev brugt to forskellige grundblandinger (1 og 2) af
mineralsk foder, som blev produceret hos Dansk Vilomix. De mineralske foderblandinger var for
delforsgg 1 og 2 i en 1000 kg’s bigbag og for delforsgg 3 i en 600 kg’s bigbag, og der blev udtaget 1
kg's prever efter TOS-principperne (Theory Of Sampling) [4]. Prgveudtagninger blev foretaget med et
preveudtagningsudstyr, hvor hele big-baggens indhold Ilgb gennem en cross-cut sampler, som udtog
sma portioner af den mineralske foderblanding, mens den var i bevaegelse fra en big-bag til en anden.
Den anvendte mineralske foderblanding i delfors@g 1 og 2 (grundblanding 1) var en kommerciel
blanding til smagrise uden tryptofan, valin og kridt. Denne blanding indeholdt benzoesyre. Indholdet i
grundblanding 1 kan ses i appendiks 1. Den mineralske foderblanding til delforsgg 3 (grundblanding 2)
var en kommerciel blanding til sger og var uden tryptofan, valin og kridt, men indeholdt i modsaetning
til blandingen i delforseg 1 og 2 ikke benzoesyre. Grundblanding 2 til delforsgg 3 indeholdt samme
komponenter som i et tidligere forseg med analyse af frie aminosyrer i mineralske foderblandinger [3],
og kan ses i appendiks 1. Forskellen mellem blandingerne var derfor primeert indholdet af benzoesyre
i den mineralske foderblanding til delforsgg 1 og 2. Alle resterende komponenter, som blev tilsat de

mineralske foderblandinger, blev ligeledes leveret fra Dansk Vilomix.

De 3 delforsag beskrives i detaljer i de neeste afsnit og en oversigt kan derudover findes i figur 2.
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Figur 2. Oversigt over delforsgg 1, 2 og 3 inkl. grundblandinger og analysemetoder.

Delforsgg 1: Genfinding af granuleret tryptofan i forhold til pulveriseret tryptofan
Formalet med forseget var at unders@ge, om der sker et mindre fysisk tab efter neddeling ved brug af

en granuleret tryptofan i forhold til pulveriseret tryptofan.

Fra to 1 kg’s prgver blev der afvejet to portioner a 788 gram af grundblanding 1 uden tryptofan og

valin (appendiks 1). Hver portion blev tilsat 12 gram tryptofan henholdsvis pulveriseret eller granuleret:

e En blanding med 788 gram grundblanding 1 + 12 gram pulveriseret tryptofan (98 %)
e En blanding med 788 gram grundblanding 1 + 12 gram granuleret tryptofan (98 %)

Der var et forventet indhold af henholdsvis pulveriseret og granuleret tryptofan pa 14,7 gram pr. kg i

blandingerne.

Efter tilsaetning af henholdsvis pulveriseret eller granuleret tryptofan, blev de to portioner a 800 gram
blandet og neddelt pa en rotationsneddeler til den anvendte prgvestarrelse pa 3 gram og hele

prevemaengden blev brugt til analyse af den frie aminosyre tryptofan.

Delforsgg 2: Tab af tryptofan og valin i analysemetoden
Formalet med forsgget var at undersgge, om der sker et tab af frit tryptofan og valin i analysen til

bestemmelsen af de frie aminosyrer, nar et fysisk tab i neddelingsprocessen er udelukket.



1 kg’s preve af grundblanding 1 uden tryptofan og valin (appendiks 1), som ogsa blev brugt i delforseg

1, blev neddelt pa en rotationsneddeler til praver pa ca. 2,5 gram.

Derefter bestod forsgget af fglgende blandinger:
e En blanding med 2,5 gram grundblanding 1 + 0,5 gram pulveriseret tryptofan (98 %)
e Enblanding med 2,5 gram grundblanding 1 + 0,5 gram valin (96,5 %)

Der var et forventet indhold af pulveriseret tryptofan og valin pa henholdsvis 172,3 gram pr. kg og

165,1 gram pr. kg i blandingerne.

De neddelte praver & 2,5 gram mineralsk foder kom i amino-flasker, som normalt bruges til analyse af
aminosyrer (figur 3) og derefter blev henholdsvis tryptofan og valin afvejet direkte i flaskerne. Hele
prevemaengden blev brugt til analyse uden yderligere neddeling og blandingerne blev analyseret i

amino-flaskerne, sa der ikke kunne tabes materiale i processen. Alle 3 blandinger blev analyseret for

frit tryptofan og valin.

Figur 3. Amino-flaske, som blandingerne blev afvejet og analyseret i.

Delforsgg 3: Genfinding af tryptofan og valin i mineralske foderblandinger +/- kridt og

+ kridt/benzoesyre
Formalet med forsgget var at undersege, om genfinding af frit tryptofan og valin er afheengig af
indholdet af kridt og benzoesyre i den analyserede mineralske foderblanding samt om tab af frit

tryptofan i analysen kan hindres ved modificering af analysemetoden.

Der blev afvejet 6 blandinger i alt a8 800 gram, hvoraf ca. 50 % af blandingerne bestod af

grundblanding 2 (appendiks 1). De 6 blandinger havde samme niveau af mikromineraler, vitaminer,



aminosyrer, kridt osv. som i et tidligere forsag med analyse af frie aminosyrer i mineralske
foderblandinger [3]. Udover de testede aminosyrer, blev der til nogle af blandingerne tilsat kridt,
benzoesyre, diamol og kartoffelstivelse. Blandingerne kan ses i tabel 1. Kartoffelstivelse blev valgt
som erstatning for kridt idet bidraget af mineraler herfra er meget lavt. Der blev brugt den samme

tryptofan-kilde og valin som i delforsgg 2.

Tabel 1. Blandinger brugt til forsag.

Blanding 1 2 3 4 5 6

+ kridt - kridt + kridt/benzoesyre
Komponenter Meengde, gram
Mineralsk grundfoderblanding 394 392 394 392 394 392
Diamol 24,27 24,15 24,27 24,15 - -
Kartoffelstivelse 133,33 132,65 369,73 367,85 - -
Kridt 236,4 235,2 - - 236,4 235,2
Benzoesyre - - - - 157,6 156,8
Tryptofan, pulveriseret (98 %) 12 - 12 - 12 -
Valin (96,5 %) - 16 - 16 - 16
I alt 800 800 800 800 800 800

De 6 blandinger blev analyseret for frit tryptofan og valin, hvor det var tilsat. Hver blanding blev
neddelt pa en rotationsneddeler til den anvendte pravestgrrelse pa 3 gram og hele preavemaengden

blev brugt til analyse af de frie aminosyrer valin og tryptofan.

Der var et forventet indhold af tryptofan og valin pa henholdsvis 14,7 og 19,3 gram pr. kg i

blandingerne.

Blandingerne med tilsat valin (blanding 2, 4 og 6), blev analyseret ved brug af den normalt anvendte
metode (modificeret EGF-HPLC metode), som ligeledes blev benyttet i delforsgg 1 og 2 (med

ekstraktion af metalioner inden analyse af frit valin).

Blandingerne med tilsat pulveriseret tryptofan (blanding 1, 3 og 5) blev analyseret ved brug af 4
forskellige metoder:
1) Modificeret EJF-HPLC metode: ekstraktion med natriumsulfid og derefter ekstraktion med 0,1
M HCI og indstilling af pH til 2,2
2) EQF-HPLC metode: ekstraktion med 0,1 M HCI og indstilling af pH til 2,2
3) EQF-HPLC metode + hgjere syrekoncentration: ekstraktion med 0,2 M HCI og indstilling af pH
til 2,2 inden analyse

4) EQF-HPLC metode + vand: ekstraktion med vand og indstilling af pH til 3 inden analyse

Metode 1 blev, som tidligere naevnt, ligeledes brugt i delforsgg 1 og 2 — bade til analyse af frit tryptofan

og frit valin og anvendes normalt til analyse af frie aminosyrer. Frit valin i alle blandinger blev



udelukkende analyseret via metode 1. Metode 2, 3 og 4 blev alene anvendt til analyse af frit tryptofan.
Metode 2 er en EGF-HPLC metode, hvor der ikke farst ekstraheres med natriumsulfid. Metode 3 og 4

er variationer af metode 2. For metode 3 og 4 erstattes 0,1 M HCI af henholdsvis 0,2 M HCI eller vand.

Der blev for hver blanding med tilsat valin gennemfart 9 analyser for frit valin over 3 perioder med 3

analyser i hver periode. For hver blanding med tilsat pulveriseret tryptofan, blev der udfert 6 analyser
for frit tryptofan over 2 perioder med 3 analyser i hver periode. For blanding 4 med valin, blev der dog
udfert 2 ekstra analyser med metode 1, modificeret metode, idet der her blev set en stor variation i de

enkelte analyseresultater.

Generel beskrivelse af delforsgg 1, 2 og 3

Ud fra de mineralske grundfoderblandinger fra Dansk Vilomix, blev de testede mineralske
foderblandinger afvejet og blandet hos Eurofins Steins. Efter afvejning af komponenterne i alle 3
delforsgg, blev de mineralske foderblandinger blandet natten over i en lukket beholder for at sikre, at
blandingen blev homogen. Derefter blev der udtaget materiale til analyse efter TOS-principperne [4]

ved at neddele til den anvendte preovestarrelse pa en rotationsneddeler.

Alle analyser blev udelukkende udfgrt pa ét laboratorium (Eurofins Steins), idet en tidligere
undersggelse af frie aminosyrer i mineralske foderblandinger viste rimelig overensstemmelse mellem
Eurofins og et andet laboratorium [3]. Hver enkelt aminosyre i delforsgg 1 og 2 blev sa vidt muligt
analyseret samtidig. | delforsag 3 blev analyserne for hver blanding og analysemetode gennemfart
over flere perioder (2-3) med gennemfgrelse af 3 analyser for hver blanding og metode pr.
analysegang. De mineralske foderblandinger blev ikke formalet inden analyse, hvilket var standarden
pa laboratoriet. Metoden til analyse af frit tryptofan og valin i delforseg 1 og 2 var den modificerede
EJF-HPLC metode (EU 152/2009) beskrevet under "Baggrund”. | delforsgg 3 blev der brugt den
modificerede EJF-HPLC metode til analyse af frit tryptofan og valin samt 3 andre metoder til analyse
af frit tryptofan. Alle afvejninger af komponenter blev i alle 3 delforsgg gennemfgrt af den samme

laborant, for at undga personafhaengig variation.

Der blev i hvert delforsag udfert mindst 6 analyser for frit tryptofan og frit valin for hver blanding. En
tidligere undersggelse har vist, at der for tryptofan og valin skal udfgres 6 analyser pr. mineralsk
foderblanding, for at finde et underindhold pa op til 5 % i forhold til deklareret indhold [3]. De
deklarationer, der blev brugt som referenceveerdier, var det deklarerede indhold af frie aminosyrer og
der blev ikke taget hensyn til indholdet af proteinbundne aminosyrer. Der blev ligeledes udfert tre
analyser pa den rene tryptofan-kilde af den granulerede tryptofan. Den pulveriserede tryptofan og
valin, som blev anvendt i fors@get, var blevet analyseret i et tidligere forsag og disse tal blev brugt til
sammenligning [3]. De anvendte indkgbte mineralske foderblandinger (grundblanding 1 og 2) blev

analyseret for indhold af frit tryptofan og valin for at sikre, at de ikke indeholdt disse aminosyrer.



Statistik

Indhold af henholdsvis frit valin eller tryptofan i forhold til forventet blev i alle 3 delforsgg analyseret
ved en proc MIXED i SAS. Delforsgg 1 og 2 blev analyseret samlet og i den statistiske model indgik
delforsgg og aminosyre-type indenfor forsag som systematisk effekt. For genfinding af frit valin i
delforsgg 3 indgik indhold i den mineralske foderblanding (-kridt, + kridt, + kridt/benzoesyre) som
systematisk effekt i den statistiske model. For genfinding af frit tryptofan indgik desuden
analysemetode (modificeret, ikke-modificeret, hgjere syrekoncentration og vand) som systematisk
effekt. For sammenligning af genfinding af frit valin afheengig af, om den mineralske foderblanding
indeholdt kridt/benzoesyre eller ej, blev der foretaget Bonferroni-korrektion af signifikansniveauet (p-
vaerdien) med 3 parvise sammenligninger. For sammenligning af genfinding af frit tryptofan afthaengig
analysemetode og indhold af kridt/benzoesyre eller ej i den mineralske foderblanding, blev der
foretaget Bonferroni-korrektion af signifikansniveauet (p-vaerdien) med 3 parvise sammenligninger
indenfor hver af de 4 analysemetoder. Resultaterne er vist som gennemsnit for hver gruppe. Statistisk

sikre forskelle er angivet pa mindst 5-procentniveau.

Resultater og diskussion

Analyser af de mineralske grundblandinger (1 og 2) i delforsgg 1, 2 og 3 viste, at der som forventet
ikke var tilsat tryptofan eller valin (appendiks 3 og 5). Indholdet af aminosyrer i aminosyreravarerne
anvendt i delforsag 1, 2 og 3 (granuleret tryptofan, pulveriseret tryptofan, valin) var ligeledes som

forventet (appendiks 4).

Delforsgg 1: Genfinding af granuleret tryptofan i forhold til pulveriseret tryptofan

Som det ses af figur 4 og appendiks 2, svarede indholdet af frit tryptofan i grundblanding 1 tilsat
pulveriseret eller granuleret tryptofan til det forventede. Der er derfor ikke noget, der tyder pa, at de
forskellige tryptofan-kilder opfarer sig forskelligt i mineralske foderblandinger idet genfindingen var den

samme for de to tryptofan-kilder.

Underindholdet pa 20 % for pulveriseret tryptofan i mineralske foderblandinger, som blev set i en
tidligere undersggelse [3], blev ikke observeret her. Tryptofan blev i begge forsag tilsat inden der blev
foretaget neddeling af preverne til analyse. Primaer forskel var, at der ikke var kridt i den anvendte
blanding i dette fors@g, hvorimod der var 29 % kridt i blandingen i det tidligere fors@g. Derudover var
der til forskel tilsat benzoesyre, vegetabilsk olie og Ronozyme NP i blandingen i naervaerende forsag.
Det vides ikke, om denne forskel kan have haft betydning, sa tryptofan f.eks. i det tidligere forsag kan
have bundet sig til foderkridt, som er blevet siddende i rotationsneddeleren under neddeling af prever
til analyse. Dette blev ikke undersggt neermere. En anden mulighed er, at analysemetoden ikke kunne
finde det tilsatte tryptofan ved hgjt indhold af foderkridt og/eller benzoesyre. Derfor blev der

gennemfgrt yderligere forsgg (delforsag 3) for at undersage, om indholdet af kridt og benzoesyre i



mineralske foderblandinger, havde en effekt pa genfindingen af frit valin og tryptofan, og samtidig

afprgve forskellige analysemetoder, som skulle tage hensyn til indholdet af kridt og benzoesyre.
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Figur 4. Gennemsnitligt indhold af frit tryptofan i pulveriseret og granuleret form i forhold til forventet med 95 %

konfidensinterval. Her er anvendt modificeret EJF-HPLC analysemetode.

Delforsgg 2: Tab af tryptofan og valin i analysemetoden
Som det ses af figur 5 og appendiks 3 svarede indholdet af den frie aminosyre valin til det tilsatte,

mens frit tryptofan statistisk sikkert var 7 % under det forventede niveau (p<0,001).

De frie aminosyrer blev tilsat direkte i de amino-flasker, der blev brugt til analyse, lige far den endelige
analyse for derved at undga tab af materiale i selve neddelingsprocessen. Der er derfor ikke noget,
der tyder pa, at analysen til bestemmelse af frit valin ikke finder det tilsatte, og det underindhold pa 10-
15 %, der blev set i en tidligere undersggelse, skyldes sandsynligvis et fysisk tab undervejs i

processen fra blanding af de mineralske foderblandinger til den endelige analyse [3].

Tab af frit tryptofan i analysemetoden kan muligvis forklares med, at der i praksis ikke tilseettes sa haje
koncentrationer af aminosyrer i mineralske foderblandinger (0,5 gram tryptofan tilsat i 2,5 gram
mineralsk foderblanding). | dette forsag er tilsat ca. 10 gange mere tryptofan pr. kg end i en normal
mineralsk foderblanding til smagrise. Ved hgje koncentrationer skal der foretages flere fortyndinger i
analysemetoden. Hver fortynding giver en gget usikkerhedsfaktor. Forsaget blev udfart med en
udvejet maengde pa 0,5 gram, fordi det var den mindste maengde, der kunne udvejes med hgj

preecision. Dog vil afvejningsusikkerhed altid veere sterre ved at afveje 0,5 gram i forhold til 12 gram.
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For frit valin var der dog ikke noget tab i analysemetoden, sa det er ligeledes muligt, at

analysemetoden simpelthen ikke kan genfinde alt det tilsatte tryptofan.
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Figur 5. Gennemsnitligt indhold af frit tryptofan (pulveriseret) og valin i forhold til forventet med 95 % konfidensinterval. Her er

anvendt modificeret EQF-HPLC analysemetode.

Delforsgg 3: Genfinding af tryptofan og valin i mineralske foderblandinger +/- kridt og

+ kridt/benzoesyre

For frit valin blev der genfundet det forventede eller hgjere niveau, uanset om blandingerne indeholdt
kridt, kridt/benzoesyre eller €j (figur 6), hvilket ikke stemmer overens med resultater fra et tidligere
fors@g, hvor der som tidligere naevnt blev genfundet mindre frit valin end forventet [3]. Grunden til
dette kendes ikke og begge forsa@g er gennemfgrt ens mht. tilsaetning af frit valin, neddeling osv.
Sammenligning af resultater vil dog altid kunne pavirkes af eventuelle niveauforskelle over tid pa

laboratoriet.

Der blev genfundet lige meget frit valin, uanset om der var kridt i den mineralske foderblanding eller €j.
Der blev dog genfundet statistisk sikkert mere frit valin, nar blandingen var uden kridt i forhold til med
kridt og benzoesyre (p<0,01). Det kunne det tyde pa, at den svage syre (benzoesyre) havde en

negativ effekt pa genfindingen af frit valin, nar der ligeledes var kridt i blandingen.

Forskellen i genfinding af frit valin mellem de to blandinger har ingen praktisk betydning, idet bade

dette forsgg samt delfors@g 2 viser, at valin kan genfindes ved brug af den anvendte analysemetode.
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Figur 6. Gennemsnitligt indhold af frit valin i forhold til forventet med 95 % konfidensinterval afhaengig af, om den mineralske

foderblanding indeholdt kridt eller ej, samt kridt og benzoesyre. Her er anvendt modificeret EQOF-HPLC analysemetode.

Ved sammenligning af de forskellige analysemetoder, som blev testet til analyse af frit tryptofan, blev
der uanset analysemetode og sammenseaetning af den mineralske foderblanding genfundet et statistisk
sikkert lavere indhold af frit tryptofan end forventet (figur 7). Der var sma numeriske og statistisk sikre
forskelle i genfindingen af frit tryptofan mellem de forskellige analysemetoder afhaengig af, om den
mineralske foderblanding indeholdt kridt eller ej eller indeholdt kridt og benzoesyre. Dog havde
forskellene i genfinding af frit tryptofan i de fleste tilfeelde ingen biologisk relevans og der var heller

ingen systematik i de fundne forskelle.

Det tyder ikke pa, at der er en pH-afhaengighed for analyse af frit tryptofan, idet der for alle
analysemetoder var et underindhold af frit tryptofan og der ikke var et entydigt billede i resultaterne,
som var afheengig af valg af analysemetode. Ligeledes tyder det pa, at der generelt ikke skal tages
specielle forholdsregler i analysen af frit tryptofan afhaengig af indholdet af kridt i de mineralske

foderblandinger samt evt. indhold af benzoesyre.

Dog viste delforsgget, at den numerisk laveste genfinding af frit tryptofan blev fundet i den mineralske
foderblanding indeholdende kridt uden benzoesyre for alle analysemetoder med undtagelse af hgj
syrekoncentration. Analyse af frit tryptofan med modificeret metode viste, at der var en tendens til

lavere genfinding af frit tryptofan i blandingen med kridt i forhold til uden (p=0,09), hvilket kunne tyde
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pa, at der pga. kridt i blandingen var et underskud af syre under ekstraktionen, som gjorde, at der blev

fundet mindre frit tryptofan. Dog var genfindingen uanset indhold af kridt eller ej under det forventede.

Benzoesyre i den mineralske foderblanding sammen med kridt gjorde, at der blev genfundet 93 % af
det forventede frie tryptofan ved brug af modificeret metode, hvilket var det numerisk hgjeste niveau
indenfor denne metode. Dog var variationen for resultaterne starst for denne blanding og det er ikke
muligt at sige, om den svage syre kan have haft en positiv effekt pa analysemetode saledes, at der

blev genfundet mere frit tryptofan.

Ved ekstraktionen af frit tryptofan med vand blev der uanset sammensaetning af den mineralske
foderblanding fundet den numerisk hgjeste genfinding af frit tryptofan. Det vides ikke, hvorfor dette var
tilfeeldet.
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Figur 7. Gennemsnitligt indhold af frit tryptofan i forhold til forventet med 95 % konfidensinterval afheengig af analysemetode
(modificeret, ikke-modificeret, hgjere syrekoncentration, vand) og om den mineralske foderblanding indeholdt kridt eller ej, samt

kridt og benzoesyre.

Der var for blandingen med kridt en mindre variation i analyseresultaterne for den modificerede

metode, der normalt anvendes til analyse af frie aminosyrer pa laboratoriet i forhold til de andre
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metoder. For blandingen med kridt og benzoesyre, blev den stgrste variation i analyseresultater set
ved brug af modificeret metode (figur 7). Det var forventeligt, at variationen ville veere mindst for den
metode, der normalt udferes pa laboratoriet, idet laboratoriet har stor gvelse og erfaring i at
gennemfgre denne. Det vides ikke, hvorfor variationen for blandingen med kridt og benzoesyre var

starre for den modificeret metode i forhold til de alternative metoder.

Generel diskussion

Ved analyse af frit tryptofan og valin i mineralske foderblandinger har tidligere forsgg samt dette
forsa@g vist, at der genfindes mellem 80 og 100 % af det tilsatte tryptofan og valin. Variationen kan
skyldes tab af aminosyrerne i processen fra blanding til neddeling savel som i selve analysemetoden.
Det betyder, at hvis man analyserer mineralske foderblandinger, kan man forvente et niveau indenfor

dette interval.

Samtidig kan resultaterne pavirkes af eventuelle niveauskred over tid pa laboratoriet. Under
analyserne i dette forsgg samt det tidligere, blev der ikke medtaget en referencepreve med kendt
veerdi til at vise, om det kunne vaere en del af forklaringen pa de forskelle, der blev set i dette og

tidligere forsag. Det kan have pavirket bade den davaerende og nuveerende konklusion.

Konklusion

Konklusionen er, at der blev genfundet alt det tilsatte valin, mens der for tryptofan blev genfundet
mellem 93 og 100 % af det tilsatte. Det viser, at analysen til bestemmelse af frit valin fandt det tilsatte,

mens analysemetoden for tryptofan ikke altid kunne finde det tilsatte tryptofan.

| et tidligere fors@g blev der for frit tryptofan og valin fundet et underindhold pa op til 20 % ved analyse

af mineralske foderblandinger.

Den samlede konklusion er, at man ved analyse af mineralske foderblandinger kan forvente at
genfinde mellem 80 og 100 % af det tilsatte tryptofan og valin. Det skyldes en kombination af tab af
aminosyrerne i processen fra produktion til neddeling og analyse samt tab i analysen. Det betyder, at
hvis man analyserer mineralske foderblandinger skal man forvente en genfinding af frit tryptofan og

valin indenfor dette interval, som altsa ikke skyldes, at aminosyrerne ikke er tilsat.

Tilsaetning af tryptofan i henholdsvis pulveriseret og granuleret form til mineralske foderblandinger gav
den samme genfinding uanset hvilken tryptofan-kilde, der blev brugt. Der er derfor ikke noget, der
tyder pa, at de forskellige tryptofan-kilder opfarer sig forskelligt i mineralske foderblandinger.

Analyse af frit tryptofan ved brug af 3 forskellige analysemetoder udover den normalt anvendte
(modificeret) metode viste, at der generelt blev genfundet et lavere indhold af frit tryptofan i forhold til

forventet, uanset hvilken analysemetode, der blev anvendt og uanset indholdet af kridt,
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kridt/benzoesyre eller ej i den mineralske foderblanding. For frit valin blev der genfundet det

forventede niveau, uanset om der var kridt i den mineralske foderblanding eller €j.
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Appendiks 1

Sammensaetning af mineralske foderblandinger til delforsgg 1, 2 (grundblanding 1) og 3

(grundblanding 2).

Komponent Grundblanding 1, % Grundblanding 2, %
Monocalciumfosfat 25,8 39,46
Fodersalt 20,10 19,72
L-Lysin HCL, 98 % 12,46 20,00
DL-Methionin, 99 % 2,05 4,00
L-Treonin, 98 % 3,98 6,00
A Vitamin 0,03 0,06
D3 Vitamin 0,02 0,04
E Vitamin 0,53 1,96
K3 Vitamin 0,02 0,04
B1 Vitamin 0,01 0,02
B2 Vitamin 0,01 0,04
B6 Vitamin 0,01 0,02
B12 Vitamin 0,09 0,14
Ca D-pantothenat 0,04 0,08
Niacin 0,08 0,12
Biotin 0,01 0,06
Jern-ll-sulfat 1,14 3,80
Kobber-Il-sulfat 1,54 2,80
Manganoxid 0,28 0,50
Zinkoxid 0,57 1,00
Calcium iodat 0,03 0,05
Selen 0,03 0,07
Benzoesyre Vevovitall 21,32 -
Diamol 9,26 -
Vegetabilsk olie 0,50 -
Ronozyme NP 0,09 -
Folinsyre - 0,02
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Appendiks 2

Blandingernes forventede og analyserede indhold af frit tryptofan i delforsegg 1. Analyserede veerdier

er angivet som gennemsnit for 6 analyser.

Blanding Forventet, g/kg Analyseret, g/kg
Grundblanding 1 + pulveriseret tryptofan 14,7 14,6
Grundblanding 1 + granuleret tryptofan 14,7 14,8
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Appendiks 3

Blandingernes forventede og analyserede indhold af de frie aminosyrer, tryptofan og valin i delforsag

2. Analyserede og forventede veerdier er angivet som gennemsnit for 6 analyser.

Blandinger Grundblanding 1 Grundblanding 1 + tryptofan Grundblanding 1 + valin

Aminosyre Forventet, Analyseret, Forventet, Analyseret, Forventet, Analyseret,
g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg

Tryptofan 0 0 172,3 160,7 -

Valin 0 0 - - 165,1 164,3
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Appendiks 4

Aminosyre-ravarernes forventede og analyserede indhold af frie aminosyrer. Gennemsnit af 3

analyser.

Aminosyreravare

Forventet, g/kg

Analyseret, g/kg

Pulveriseret tryptofan 980 1003
Granuleret tryptofan 980 968
Valin 965 975

19



Appendiks 5

Grundblanding 2’s forventede og analyserede indhold af de frie aminosyrer, tryptofan og valin i

delforsgg 3. Analyserede og forventede veerdier er angivet som gennemsnit for 9 analyser (3 analyser

pr. grundblanding 1, 3 og 5).

Blanding Grundblanding 2

Fri aminosyre Forventet, g/kg Analyseret, g/kg
Tryptofan 0 0,1

Valin 0 0,8
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