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THE IMPORTANCE OF THE STANDARD SAMPLE FOR ACCURATE
ESTIMATION OF THE CONCENTRATION OF NET ENERGY FOR LACTATION
IN FEEDS ON THE BASIS OF GAS PRODUCED DURING THE INCUBATION
OF SAMPLES WITH RUMEN LIQUOR

POMEN STANDARDNEGA VZORCA ZA TOCNO OCENO VSEBNOSTI NETO
ENERGIJE ZA LAKTACIJO V KRMI NA PODLAGI PLINA, KI SE RAZVIJE
MED INKUBACIJO VZORCEV Z VAMPNIM SOKOM

T. ZNIDARSIC, VERBIC, J., BABNIK,D.

1ZVLECEK

Namen tega dela je bil preveriti, ali je uporaba standardnega vzorca pri izvajanju Hohenheimskega plinskega
preizkusa sploh potrebna. V obdobju treh let smo inkubirali z vampnim sokom in vitro 24 serij vzorcev
voluminozne krme. Poleg vzorcev krme smo v poskus vkljuéili tudi standardni vzorec sena, ki so nam ga
poslali z univerze v Hohenheimu (HFT-99). Polovico serij smo inkubirali z vampnim sokom krav, polovico z
vampnih sokom ovc. Merili smo koli¢ino plina, ki se razvije med 24 urno inkubacijo in jo primerjali z
deklarirano vrednostjo vzorca HFT-99. Poleg HFT-99 smo v poskus vkljucili tudi 25 preizkusnih vzorcev
krme z znanimi in vivo doloCenimi prebavljivostnimi koeficienti. Na podlagi tvorbe plina pri HFT-99 smo
ugotovili, da vrsta Zivali (govedo ali ovce) ni vplivala na aktivnost vampnega soka (41,4 vs. 42,2 ml plina na
200 mg susine, p>0,1). Tudi razlike med leti niso bile znacilne (41,9, 41,2 in 42,3 ml plina na 200 mg suSine,
p>0,1). Variabilnost med serijami je bila priblizno 10%, od 38,9 do 43,7 ml plina na 200 mg susine). Tvorba
plina pri HFT-99 je bila v tem poskusu priblizno 6 % manjsa od vrednosti, ki so jo dobili na Univerzi
Hohenheim (41,8 vs. 44,43 ml na 200 mg suSine). To nakazuje, da obstajajo sistemati¢na odstopanja med
laboratoriji. V primeru petindvajsetih preizkusnih vzorcev je korekcija na podlagi standardnega vzorca
zmanj$ala povprecno razliko in vitro ocenjenih vsebnosti neto energije za laktacijo (NEL) od in vivo
dolocenih vrednosti. Sklepamo, da je glede na variabilnost med serijami in glede na sistematiéne razlike v aktivnosti
vampnega soka med laboratorijema, uporaba standardnega vzorca pri izvajanju Hohenheimskega plinskega preizkusa
nujna.

Kljuéne besede: krmila, tvorba plina, vampni sok, standardni vzorec, neto energija za
laktacijo

ABSTRACT

The aim of this work was to examine the necessity of using the standard sample at the Hohenheim gas test.
During a three year period, 24 runs of forage samples were incubated with rumen liquor in vitro. Beside the
forage samples also the standard hay sample provided by the Hohenheim University (HFT-99) was included in
the experiment. Half of the runs were incubated with rumen liquor of cattle and half with the rumen liquor of
sheep. Gas produced during the 24 h incubation of standard sample was measured and compared to a declared
value of sample HFT-99. Beside HFT-99, 25 test samples with known digestibility coefficients determined in
vivo were included in the experiment. Based on the gas production of HFT-99, it was found that donor animal
(cattle or sheep) did not significantly affect the activity of rumen liquor (41.4 vs. 42.2 ml of gas per 200 mg
dry matter, P>0.1). Neither differences between years (41.9, 41.2 and 42.3 ml of gas per 200 mg dry matter,
P>0.1) were significant. However, a variability of about 10% (from 38.9 to 43.7 ml of gas per 200 mg dry
matter) was observed between runs. In the present experiment, the gas production in HFT-99 was about 6%
lower than the value obtained by the Hohenheim University (41.8 vs. 44.43 ml per 200 mg dry matter).
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This indicates a systematic error between the laboratories. In the case of twenty-five test samples, correction
on the basis of the standard sample reduced the average difference of the in vitro estimates of net energy for
lactation (NEL) from the in vivo determined values. It was concluded that, due to variation between runs and
systematical differences in rumen liquor activity between two laboratories, the results of Hohenheim gas test
have to be corrected on the basis of standard sample.

Key words: feeds, as production, rumen liquor, standard sample, net energy for lactation
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DETAILED ABSTRACT

For practical purposes, the energy value of forages is usually estimated on the basis of chemical composition
and digestibility coefficients from tables. A rapid method for estimation of metabolizable energy concentration
which is based on the gas produced during the incubation of samples with rumen liquor was described [14].
This method is officially accepted in Germany [10] and described in the official book of methods [18]. It has
been reported that in comparison to the estimates based on chemical composition and digestibility coefficients
from tables, the use of this method considerably improved the prediction of the concentration of net energy for
lactation in forages [3]. Although the standard sample was proposed with the aim of reducing the error which
is due to variability in the activity of rumen liquor [15, 18], from the literature it is evident that standard
sample is not used consistently. The aim of this work was to quantify the variability in the activity of rumen
liquor and to highlight the importance of standard sample for accurate estimation of net energy for lactation
(NEL) in forages.

During a three-year-period, 24 runs of forage samples were incubated with rumen liquor in vitro for 24 hours.
Standard hay sample provided by the Hohenheim University (HFT-99) was also included. Rumen liquor was
derived either from the rumen of cow or sheep. It was found that donor animal (cattle or sheep) did not
significantly affect the gas production (Table 2). However, there was a considerable variation between runs. In
24 runs the standard sample yielded a gas production from 38.9 to 43.7 ml/200 mg dry matter. There were no
significant differences between years. It indicates that the variation between runs is not time dependent.
Overall mean value for gas production in HFT-99 in the present study was lower (41.8 ml/200 mg dry matter)
than reported by the University of Hohenheim (44.43 ml/200 mg dry matter).

Beside HFT-99, twenty-five forage samples (19 samples of fresh forages, 5 samples of grass silage and one
sample of hay) with known in vivo digestibility were included in the experiment. The concentration of NEL
was estimated on the basis of gas production using the equation from literature [1] (eq. 1) and compared to the
in vivo data. For the gas production either uncorrected values or values corrected on the basis of HFT-99 were
included in the equation. As a result of correction on the basis of HFT-99, the average deviation of the in vitro
estimated NEL concentrations from the in vivo determined values decreased from 0.15 to 0.11 MJ kg dry
matter (Table 3).

It was concluded that, due to variation between laboratories and runs, the results of gas production test had to
be corrected on the basis of standard sample. The use of standard sample improved the accuracy of NEL
prediction on the basis of gas produced during the incubation of samples with rumen liquor in vitro.
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Energijsko vrednost krme za prezvekovalce lahko
ocenimo na podlagi in vivo poskusov, in vitro
poskusov ali na podlagi weendske analize in
prebavljivostnih koeficientov iz objavljenih tabel. V
Sloveniji, pa tudi v  nekaterih  drugih
srednjeevropskih  drzavah, temelji ocenjevanje
vsebnosti neto energije za laktacijo (NEL) na
prebavljivostnih  koeficientih iz nemskih DLG
preglednic [8], ali na nemskih enacbah za
neposredno ocenjevanje energijske vrednosti krme
[10]. Ugotovljeno je bilo, da lahko tako ocenjene
vsebnosti NEL v lokalno pridelani krmi s travinja
precej odstopajo od vrednosti, ki jih dolo¢imo s
prebavljivostnimi poskusi in vivo [3]. Hkrati je bilo
ugotovljeno, da se je mogoce velikim sistemati¢nim
in predvsem nakljuénim odstopanjem od in vivo
dolocenih  vrednosti  izogniti z  uporabo
hohenheimskega plinskega preizkusa, ki temelji na
merjenju plina, ki se razvije pri inkubaciji vzorcev z
vampnim sokom [3].

Hohenheimski plinski preizkus za ocenjevanje
prebavljivosti in vsebnosti presnovljive energije v
krmi je bil podrobneje predstavljen ze pred ve¢ kot
dvajsetimi leti [14]. Od takrat je metoda delezna
velike pozornosti. Razli¢ni avtorji po vsem svetu jo
uporabljajo za ocenjevanje prebavljivosti organske
snovi, vsebnosti presnovljive energije in neto
energije za laktacijo, razgradljivosti beljakovin v
vampu, sinteze mikrobnih beljakovin v vampu,
dinamiko fermentacije, napovedovanje zauZzivanja
krme in identifikacijo antinutritivnih snovi v krmi.
Moznosti za uporabo te metode so podrobneje
opisali Getachew in sod. [9].

Glede na razlike v obrokih in glede na druge
dejavnike, ki vplivajo na celuloliticno aktivnost
vampnega soka, bi lahko pricakovali pri izvajanju
hohenheimskega plinskega preizkusa variabilnost
zaradi razlik v vampnem soku. Zato so avtorji
metode predlagali korekcijo rezultatov glede na
koli¢ino plina, ki se razvije pri inkubaciji
standardnega  vzorca krme [15].  Uporabo
standardnega vzorca zahteva tudi standardizirana
metoda [18]. Standardni vzorec je mogoce uporabiti
na dva nacina: a) za kvantitativno korekcijo
rezultatov ali b) za kvalitativno preverjanje aktivnosti
vampnega soka. Pri slednjem se v primeru, da je
aktivnost vampnega soka bistveno boljsa ali slabsa
od povpre¢ja, odlo¢imo za ponovitev serije, ki

odstopa. Nekateri avtorji pri ocenjevanju energijske
vrednosti krme striktno uporabljajo standardni
vzorec [1,3,4,11,15,16], drugi ne [2]. Z izjemo
posameznikov [13,6], raziskovalci, ki jih zanima
dinamika nastajanja plina, rezultatov obicajno ne
korigirajo glede na standardni vzorec [5,6,7,12].
Vzrok bi lahko verjetno iskali v dejstvu, da nimamo
primernih standardnih vzorcev z dobro opisanimi
krivuljami nastajanja plina v odvisnosti od casa
inkubacije z vampnim sokom. Vsekakor pa bi tudi v
tem primeru lahko uporabili standardni vzorec za
kvantitativno preverjanje aktivnosti vampnega soka,
kot sta storila Blimmel in @rskov [6].

S tem delom smo Zeleli preveriti, koliko prinese
uporaba standardnega vzorca k zanesljivosti ocene

energijske  vrednosti krme. Proucevali smo
odstopanja v aktivnosti vampnega soka v daljSem
casovnem obdobju (jan. 2000- maj 2002).

Kvantificirali smo tudi razlike med poskusnimi
zivalmi (krava oz. ovce) in pomen standardnega
vzorca za oceno NEL v petindvajsetih vzorcih krme
z znano in vivo dolo¢eno prebavljivostjo.

MATERIAL IN METODE DELA

Standardni vzorec (HFT-99) in preizkusni
vzorci

Standardni vzorec smo dobili iz Univerze v
Hohenheimu. Glede na deklarirane podatke bi moral
standardni vzorec mrve pri normalni aktivnosti
vampnega soka v 24-tih urah inkubacije tvoriti 44,43
ml plina na 200 mg suSine.

V poskus smo vkljucili tudi 25 vzorcev z znanimi in
vivo doloCenimi prebavljivostnimi koeficienti, med
katerimi je bilo 19 vzorcev zelene krme, 5 vzorcev
travnih silaz in 1 vzorec sena. Za dolo¢anje kemicne
sestave in za izvajanje plinskega preizkusa smo
vzorce posusili pri 60°C in zmleli z mlinom skozi 1
mm sito. PosuSene in zmlete vzorce smo hranili v
hladilniku pri 4°C.

Ocenjevanje vsebnosti neto energije za
laktacijo

Ocenjevanje energijske vrednosti in vivo

Prebavljivostni koeficienti preizkusnih vzorcev so
bili doloceni s prebavljivostnimi poskusi in vivo.
Prebavljivosti smo dolocali s Stirimi ovni, postopke
podrobneje opisujejo Verbi¢ [20] in Verbi¢ s sod.
[21]. Na podlagi prebavljivih surovih mascob,
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prebavljive surove vlaknine, prebavljive organske
snovi in surovih beljakovin smo s pomocjo uradnih
nemskih enacb DLG [8] izracunali vsebnost NEL.
Ocenjevanje energijske vrednosti in vitro

Vzorce smo inkubirali z meSanico vampnega soka in
pufra po metodi Menkeja in sod. [15]. Uporabili smo
prilagojeno metodo, ki sta jo opisala Bliimmel in
Orskov [6]. V graduirane 100 ml steklene brizgalke
smo zatehtali priblizno 200 mg vzorca, dodali 30 ml
meSanice vampnega soka in predpisanega pufra in jih
inkubirali v vodni kopeli za 24 ur pri 39 °C. Po 24
urah smo odcitali koli¢ino nastalega plina, od nje
odsteli koli¢ino plina, ki se je razvila pri slepem
vzorcu in ob upoStevanju dejansko zatehtanega
vzorca rezultat preracunali na 200 mg suSine. Vse
meritve smo opravili v treh ponovitvah. V obdobju
treh let smo inkubirali Stiriindvajset serij. Pri polovici
smo odvzeli vampni sok pri kravi, pri ostalih
dvanajstih pa smo uporabili vampni sok ovac. Krave
in ovce so bile krmljene s senom (70 %) in krmno
mesSanico (30 %), ki je vsebovala 68% zdrobljenega
koruznega zrnja, 29% sojinih tropin in 3 %
vitaminsko mineralne meSanice.

Vsebnost NEL v preizkusnih vzorcih smo izraunali
na podlagi koli¢ine plina (PL,,) ter vsebnosti surovih
mascob (SM) in surove vlaknine (SVI) ob pomoci
regresijske enacbe Aipla in sod. [1] (en. 1).

NEL = 2,69 + 0,0827 PLy4 + 0,000352 SMxSM — 0,00375 SVI1
(en. 1)

Ker nas je zanimal pomen standardnega vzorca za
tocnost ocene vsebnosti NEL na podlagi plinskega
testa, smo vsebnost NEL v preizkusnih vzorcih
ocenili na podlagi korigirane (KPL,4) in nekorigirane
koli¢ine plina (NPL,,).

Korigirano koli¢ino plina smo izra¢unali s pomocjo
korekcijskega faktorja F, ki smo ga dolocili na
podlagi deklarirane in dejanske koli¢ine plina, ki se

je razvil pri standardnem vzorcu (V - povpregje treh
paralelk v seriji) po enacbi 2.

£ - 4443
Vv

(en. 2)

Kemijske analize

Vsebnosti higroskopske vlage, surove vlaknine,
surovih beljakovin in surovega pepela smo dolocili
po ustaljenih metodah [17]. Vsebnosti surovih
mascob smo dolocili na Foss-letu z ekstrakcijo s
tetrakloretilenom.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Znacilnosti preizkusnih vzorcev

Glede na kemicno sestavo so se preizkusni vzorci
med seboj precej razlikovali (preglednica 1).
Vsebnost NEL se je gibala od 4,56 do 6,93 MJ kg™

Preglednica 1. Kemiéna sestava in in vivo dolo¢ena vsebnost neto energije za laktacijo preizkusnih vzorcev
Table 1. Chemical composition and in vivo assessed net energy for lactation of test samples

SB SVl SP SM NEL in vivo
gkg'SS MJ kg' SS

Povprecje/Averag 128,0 288,0 93,9 29,7 5,83

e

SO/SD 40,6 61,5 17,3 10,4 0,71
Najveé/Maximum 211,2 382,5 126,9 56,2 6,93
Najmanj/Minimu 77,8 187,2 64,0 16,0 4,56

m

SS = susina / dry matter, SB = surove beljakovine / crude protein, SM = surove mascobe / crude fat, SVI = surova
vlaknina / crude fibre, SP = surovi pepel / ash, NEL in vivo = vsebnost in vivo dologene neto energije za laktacijo,
concentration of in vivo assessed net energy for lactation; SO/SD = standardni odklon/ standard deviation

Aktivnost vampnega soka

Kolicina plina pri standardnem vzorcu HFT-99 se je
gibala od 38,9 do 43,7 ml/200 mg susine in je bila v
povprecju manjSa od deklarirane vrednosti (44,43

ml/200 mg susine, preglednica 2). Korekcijski faktor
(F) se je gibal v razponu od 1,02 pa do 1,14.
Steingass (1983), cit. po [20] je med pettedenskim
poskusom preiskal 13 serij in ugotovil, da se je
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korekeijski faktor gibal od 0,95 do 1,06. Aktivnost
vampnega soka je bila torej v poskusu Steingassa
(1983) boljsa kot v tej Studiji, variabilnost med
serijami pa zelo podobna. Glede na uradna
priporocila v knjigi metod [18] rezultati serij, pri
katerih lezi korekcijski faktor izven razpona 0,9 - 1,1
niso zanesljivi in jih je treba ponoviti. Od
Stiriindvajsetih serij, ki jih opisujemo v tem ¢lanku,
je odstopala le serija 7. Glede na to, da je bila
koli¢ina plina, ki se je razvila pri inkubaciji
standardnega vzorca, sistematicno manjSa od
deklarirane vrednosti, bi lahko sklenili, da je
uporaba standardnega vzorca za korekcijo rezultatov
plinskega preizkusa neizogibna. Uporaba

standardnega  vzorca poleg tega omogocCa
identifikacijo nepredvidljivih odstopanj, ki so lahko
posledica razlik v aktivnosti vampnega soka ali pa
posledica napak pri izvajanju plinskega preizkusa.
Ovce se v koli¢ini nastalega plina niso znacilno
razlikovale od goveda (P>0,1, preglednica 2).
Ugotovitve so v skladu z rezultati Waghorna in
Stafforda [22], ki nista ugotovila razlik med ovcami
in navadnimi jeleni. Tudi razlike med leti niso bila
statisticno znacilne, kar nakazuje, da je mogoce
zagotoviti vampni sok s podobno aktivnostjo skozi
daljSe Casovno obdobje.
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Preglednica 2. Koli¢ina plina, ki se je razvila pri inkubaciji standardnega vzorca (HFT-99) ter korekcijski faktorji (F), ki
so bili izra¢unani kot kvocient med deklarirano in izmerjeno koli¢ino plina
Table 2. Gas volume produced during the incubation of standard sample (HFT-99) and correction factors (F) calculated
as quotient between the declared and measured gas volume

Serija/Series = Datum/Date Zival/Animal  Koli¢ina plina/ F
Gas volume
ml/200mgSS
1 4.jan.2000 Govedo / Cattle 42,6 1,04
2 10.jan.2000 Govedo / Cattle 40,4 1,10
3 18.jan.2000 Govedo / Cattle 437 1,02
4 25.jan.2000 Govedo / Cattle 41,2 1,08
5 31.jan.2000 Govedo / Cattle 41,9 1,06
6 9.feb.2000 Govedo / Cattle 41,4 1,07
7 15.feb.2000 Govedo / Cattle 38,9 1,14
8 2.mar.2000 Govedo / Cattle 41,3 1,07
9 9.mar.2000 Govedo / Cattle 41,4 1,07
10 11.apr.2000 Govedo / Cattle 42,0 1,06
11 13.apr.2000 Govedo / Cattle 41,8 1,06
12 8.jan.2001 Govedo / Cattle 40,8 1,09
13 1.feb.2001 Ovce / Sheep 40,3 1,10
14 5.feb.2001 Ovce / Sheep 41,8 1,06
15 12.feb.2001 Ovce / Sheep 40,2 1,10
16 19.feb.2001 Ovce / Sheep 42,1 1,05
17 26.feb.2001 Ovce / Sheep 432 1,03
18 5.mar.2001 Ovce / Sheep 40,7 1,09
19 7.mar.2001 Ovce / Sheep 42,5 1,05
20 12.mar.2001 Ovce / Sheep 41,8 1,06
21 7.maj.2002 Ovce / Sheep 422 1,05
22 9.ma;j.2002 Ovce / Sheep 435 1,02
23 14.maj.2002 Ovce / Sheep 422 1,05
24 16.maj.2002 Ovce / Sheep 43,0 1,03
Povprecje F s.e.m./ AverageF s.c.m.
Skupaj/Overall 41,8 70,29 1,06 ¥ 0,007
Leto / Year
2000 41,9+ 0,67 1,06 £ 0,017
2001 41,2+0,58 1,08 +£ 0,014
2002 42,3 +0,80 1,05 + 0,020
Poskusna zival/Experimental animal
Govedo/Cattle 41,4+ 0,77 1,07 £ 0,019
Ovca/Sheep 42,2+ 0,50 1,05 +0,012
Znacilnost/Significance
Leto / Year NS NS
Poskusna zival/Experimental animal NS NS

s.e.m.=standardna napaka sredine/ standard error of mean

NS = ni znacilno / not significant
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Ocena vsebnosti NEL pri vzorcih z znano in In vitro ocenjene vsebnosti NEL in njihova
vivo doloéeno prebavljivostjo odstopanja od in vivo dolo¢enih vrednosti so podane
v preglednici 3.

Preglednica 3. Neto energija za laktacijo (NEL) ocenjena na podlagi in vivo prebavljivostnih koeficientov ali na podlagi
koligine plina, ki nastane pri inkubaciji vzorcev z vampnim sokom in vitro (v MJ kg™ sugine)

Table 3. Net energy for lactation (NEL) estimated on the basis of in vivo digestibility coefficients or on the basis of gas
produced during the incubation of samples with rumen liquor in vitro (in MJ kg™ dry matter)

Stevilka vzorca Krma NELin vivo NEL in vitro
Sample number  Forage Korigirano' Nekorigirano
Corrected Uncorrected

1 7K 6,47 6,58 6,30

2 7K 6,93 6,89 6,59

3 ZK 6,93 6,81 6,51

4 7K 6,91 6,76 6,46

5 ZK 6,75 6,50 6,20

6 7K 6,44 6,54 6,24

7 7K 6,37 6,52 6,22

8 7K 6,34 6,28 5,98

9 7K 6,13 6,20 5,90
10 7K 5,79 5,84 5,55
11 7K 5,55 5,80 5,51
12 ZK 5,59 5,68 5,40
13 7K 5,31 5,46 5,19
14 ZK 5,16 5,43 5,16
15 7K 4,89 5,29 5,02
16 ZK 4,72 4,99 4,74
17 7K 4,70 4,94 4,74
18 ZK 4,56 4,78 4,60
19 TS 5,90 5,88 5,64
20 TS 5,97 5,96 5,72
21 TS 5,93 6,04 5,78
22 TS 5,74 5,88 5,63
23 SE 6,04 5,94 5,73
24 TS 5,26 5,67 5,49
25 ZK 5,48 5,82 5,66
Povprecje/ 5,83 5,94 5,68

Mean

d / / +0,11 -0,15
PAO / / 0,16 0,21

ZK — zelena krma/ fresh forage; TS — travna silaza/ grass silage; SE — seno/ hay
d =povpreéna razlika in vitro vrednosti od in vivo vrednosti/average difference of in vitro values from in vivo values
(NEL in vitro - NEL in vivo);
PAO — povpreéni absolutni odklon/ average absolute deviation (3, | NEL in vitro - NEL in vivo | )/n;
T — podatki, korigirani na podlagi standardnega vzorca / data; corrected on the basis of standard sample

V primeru, ko rezultatov nismo korigirali glede na kg susine. Glede na sistemati¢no slabso aktivnost
standardni vzorec, je plinski preizkus v povpre¢ju vampnega soka kot na univerzi v Hohenheimu
podcenil in vivo dolo¢ene vsebnosti NEL za 0,15 MJ  (preglednica 2) so rezultati logiéni. S korekcijo
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rezultatov na podlagi standardnega vzorca se je
povprecna razlika in vitro ocenjenih vsebnosti NEL
od in vivo dolo¢enih vrednosti zmanj$ala. V tem
primeru so bile in vitro ocenjene vsebnosti NEL
nekoliko vecje od in vivo vrednosti (5,94 proti 5,83
MIJ kg susine). S korekcijo na podlagi standardnega
vzorca se je zmanjSalo tudi povprecno absolutno
odstopanje in vitro ocenjenih vsebnosti NEL od in
vivo vrednosti (od 0,21 na 0,16 MJ kg ' susine).

SKLEPI

Aktivnost vampnega soka se je med serijami
razlikovala za priblizno 10 %. Na podlagi primerjave
korekcijskih faktorjev v Stiriindvajsetih serijah lahko
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