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Johdanto

Rehujen kuiva-aine aine voidaan jakaa solunsisillysaineisiin ja solunseindméaaineisiin eli kuituun (Van
Soest 1967). Tamai jako on perusteltua eldinten ruuansulatusfysiologian kannalta. Solunsiséllysaineita
eldimen omat ruuansulatusentsyymit pilkkovat hyvin, sen sijaan kuitu sulaa ainoastaan mikro-
bisulatuksen avulla joko etumahoissa tai umpi- ja paksusuolessa. Rehuanalytiikassa jako solunsisél-
lysaineisiin ja solunseindmaéaineisiin tehddin neutraalidetergenttikuituanalyysilld. Solunsisillysaineet
liukenevat neutraalidetetergenttiin, kuitu ei. Neutraalidetergenttikuitu (NDF-kuitu) kuvaa rehun solun-
seindméaineksen kokonaismddrdd lukuunottamatta pektiinid. (Van Soest 1994, suomeksi kuidusta on
kirjoittanut mm. Huhtanen 2003).

Solunsisidllysaineiden todellinen sulavuus lypsylehmén ruuansulatuskanavassa on ldhes 100 %
tavallisilla dieeteilld (Van Soest 1967). Ndin ollen lypsylehmén rehujen sulavuuden vaihtelusta ta-
vanomaisilla dieeteilld suurin osa on perdisin kuidun osuudesta dieetissd sekd kuidun sulavuuden
vaihtelusta. Rehun omista ominaisuuksia kuidun sulavuuteen vaikuttavat potentiaalinen kuidun sula-
vuus sekd potentiaalisesti sulavan kuidun sulatusnopeus. Potentiaalinen kuidun sulavuus on teoreetti-
nen maksimi, johon pééstidisiin, jollei aika rajoittaisi sulatusta (Mertens 1993).

Kuidun sulavuuteen vaikuttavat rehuperdisten ominaisuuksien ohella mm. ruokintataso ja help-
poliukoisten hiilihydraattien osuus dieetissd. Dynaamisilla rehuarvojirjestelmilld pystytddn huomioi-
maan téllaisten tekijéiden vaikutus sulavuuteen aiempia faktoriaalisia jérjestelmid paremmin. Dy-
naamisissa rehuarvojirjestelmissi tarvitaan tietoa rehujen sulatusnopeuksista, pelkkd tieto jossain
ruokintatilanteessa toteutuneesta sulavuudesta ei enéé riitd. Kuidun sulatuksesta suurin osa tapahtuu
pOtsissd, ruuansulatuskanavan loppuosan kuidun sulatuksella ei ole paljoa merkitystd tavanomaisilla
ruokinnoilla (Huhtanen ym. 1995). Tdmén vuoksi pyritddn mittaamaan kuidun sulatusnopeutta pot-
sissd. Kuidun sulatusnopeuden maéérittimiseksi kdytdssd olevia menetelmid ovat in vivo -kokeiden
ohella in situ -menetelmi eli nailonpussiuitot potsissd seké in vitro -menetelmét, joissa rehua hajote-
taan koeputkessa joko potsimikrobiymppien avulla tai entsymaattisesti. /n vitro —menetelmiin kuuluu
myds fermentaatiossa vapautuvien kaasujen tilavuuden mittaamiseen perustuva in vitro —tekniikka,
joka on hieman harhaanjohtavasti nimetty in vitro —kaasuntuotantomenetelmaiksi, vaikka kyseessd on
siis mittausmenetelma eikéd tuotantomenetelmé. Kaasuntuotannon mittaamisen automatisointi on teh-
nyt siitd kilpailukykyisen menetelmén sulatuskinetiikan méaarittdmisessa.

In vivo-kokeet

Eldinkokeista, joissa on mitattu syddyn kuidun mééré, sonnassa eritetyn kuidun méaéaré, sekd potsin
tyhjennyksen avulla mitattu potsin kuitupoolin koko, voidaan laskea dieetin keskiméddrdinen sulatus-
nopeus (Robinson ym. 1987). Kuitenkaan dieetin useampia rehuja ei voida erottaa toisistaan. Néin
ollen vikirehujen kuidun sulatuskinetiikan méérittdminen ei ole mahdollista, silld niitd ei voida syottaa
maérehtijélle ainoana rehuna. Menetelmailld ei myoskddn saada mitdén késitystd rehun sulatusnopeuden
ajallisesta riippuvuudesta. Lisdksi menetelméd on kovin tyolds pdtsintyhjennysten vuoksi. /n vivo -
maédrityksien tuloksia rehun sulatusnopeuksista onkin varsin rajallisesti kéytettdvissa.

In situ -menetelméi

In situ —menetelmastd kadytetddn myos nimityksié in sacco —menetelma tai nailonpussi, dacronpussi tai
polyesteripussi —menetelma. Menetelméssd rehundytettd punnittaan synteettiseen huokoiseen pussiin,
joka laitetaan potsifistelin kautta potsiin tietyksi ajaksi. Menetelmdd on kehitetty jo 1930-luvulta
lahtien, ja koska menetelmd on in vivo -kokeisiin verrattuna halpa, nopea ja antaa rehukohtaisia mit-
taustuloksia, on sitd kédytetty runsaasti rehun kuiva-aineen, valkuaisen, kuidun ja myos tarkkelyksen
sulatuksen tutkimiseen. Kun halutaan tietoa rehun sulatuskinettiikasta, jokaista aikapistettd varten
tarvitaan oma ndytepussi, ja perdkkdisten aikapisteiden tulokset muodostavat aikasarjan. Qrskov ja
McDonald (1979) sovittivat yhtilon p = a + b (1-™) valkuaisen nailonpussihajoavuusaikasarjaan. He
myds edelleen yhdistivét havaintoihin virtauskinetiikan vaikutuksen ja laskivat ndin rehun valkuaiselle
efektiivisen potsisulavuuden. Nailonpussimenetelmé on ollut perustana useissa marehtijoéiden rehujen
valkuaisenarviointijirjestelmissd, ja sen vuoksi menetelmidn ongelmiin on Kkiinnitetty runsaasti
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huomiota. Menetelmélld saatuihin tuloksiin vaikuttavat lukuisat seikat, kuten pussin huokoskoko,
rehuniytteen partikkelikoko, niytteen painon ja pussin pinta-alan vélinen suhde, rehupartikkeleiden
mikrobikontaminaatio, pussin pesutapa, pussin sijainti potsissd, partikkelihdvikki, ja pienempi
mikrobikolonisaatio pussin sisdlld kuin muussa potsin sisdllossd. Eri laboratorioiden vélisten tulosten
vertailtavuuden parantamiseksi on tehty ehdotuksia menetelmén standardisoimiseksi. Uusimpia in situ
—menetelmastd tehtyjd kirjallisuuskatsauksia ovat kirjoittaneet mm. Michalet-Doreau ja Ould-Bah
(1992), Huntington ja Givens (1995), Vanzant ym. (1998), Offner ym. (2003).

Tutkijoiden mielipiteet nailonpussimenetelmén kiyttokelpoisuudesta sulatuskinetiikan méirit-
tdmiseen vaihtelevat (Mertens 1993). Kinetiikkaparametreja méadritettdessd edelld mainittujen tekijoi-
den lisdksi eldimen dieetilld ja ruokinnasta kuluneella ajalla voi olla vaikutusta tuloksiin (Mertens
1993). Vakavin ongelma lienee kuitenkin se, ettd useissa kokeissa in situ-menetelmé on selvésti aliar-
vionut kuidun sulatusnopeuden verrattuna in vivo-tuloksiin. Pétsintyhjennykselld méaritetty kuidun
sulatusnopeus oli 1,20 — 2,58 kertainen in situ -tulokseen verrattuna (tulokset 5 kokeesta, 16 dieetisti,
Huhtanen 1997), lisdksi Huhtasen ym. (1995) kokeessa in situ -menetelmai ei osoittautunut kovin her-
kaksi maaritettdessd eroja kuidun sulatuskinetiikassa.

In vitro -menetelmit, in vitro -kaasuntuotanto

In vitro -menetelmissd jaljitellddn potsin sulatustapahtumia koeputkessa. Rehuniytettd inkuboidaan
kasvatusliuoksessa, johon on lisdtty potsinesteinokulantti. Potsinesteinokulantin sijasta voidaan peri-
aatteessa kéyttdd myos kuitua pilkkovia entsyymejd, mutta sulatuskinetiikan méarittimisessi tima ei
ole ollut tavallista. Potsinesteinokulanttia kdytettdessd olosuhteet pyritdén pitimiidn mahdollisimman
anaerobisina. Sulatuksen méérd selvitetddn joko mittaamalla lopputuotteen mairdd (VFA, kaasu) tai
mittaamalla hajoamatta olevan ldhtdaineen méérid (esim. selluloosa, NDF-kuitu). Kun halutaan arvio
rehun sulatusnopeudesta, tarvitaan yleensi jokaista aikapistettd varten oma niytteensd. Talloin ndyt-
teiden lukumédrd nousee nopeasti, mika rajoittaa menetelmin kéytettavyytta haluttaessa tarkka kasitys
rehun sulatuskinetiikasta. I/n vifro —kaasuntuotannossa mitataan kidymisessd vapautuvan kaasun
miirdd, ja ndin kaikki aikapisteet voidaan mitata samasta naytteesti. Kun liséksi kaasuntuotannon
mittauksen automatisoinnin mahdollistavaa tekniikkaa on tullut tarjolle, menetelmid on yleistynyt
nopeasti potsin sulatustapahtumien mallintamisessa ja rehujen sulatuskinetiikan marittimisessa.

In vitro -kaasuntuotantomenetelma perustuu siihen, ettd kdymisessd hajotetun orgaanisen aineen
midrd korreloi kiymisessd vapautuneen kaasumédrdn kanssa. Kaasuntuotanto mitattiin aluksi
manuaalisesti, mutta sittemmin on kehitetty useita automatisoituja laitteita kaasuntuotannon mittaa-
miseen (Getachew ym. 1998, Williams 2000). Automatisoidut laitteet mahdollistavat suuren méarin
mittauksia ja antavat ndin ollen yksityiskohtaisen kuvan rehundytteen sulatuskinetiikasta. MTT:n
Eldinravitsemuksen tutkimusalalla on kehitetty automatisoitu kaasuntuotantolaitteisto vuosina 1996-
1997. Siind on 39 pullopaikkaa ldmpétilakontrolloidussa huoneessa. Kuhunkin 120 ml:n pulloon pun-
nittaan 0,5g ndytettd ja lisdtddn 67 ml puskurilivosta ja 13 ml suodatettua potsinestettd (kahdelta pot-
sifisteloidyltd lehmaéltd) sekd sekoitussauva. Haluttaessa selvittdd kuidun sulatuskinetiikkaa néytteené
on rehun NDF-kuitu, eli rehundytteestd on pesty neutraalidetergentin avulla pois solunsiséllysaineet.
Pulloihin juoksutetaan hiilidioksidia hapen syrjéyttimiseksi, ja ne kytketddn mittauslaitteistoon.
Laitteiston paineanturit seuraavat paineenmuutoksia pulloissa. Kun ylipaine pullossa saavuttaa raja-
arvon 2.8 kPa, magneettiventtiilit avautuvat hetkeksi vapauttaen kertyneen kaasun. Laitteisto seuraa
paineen muutoksia jatkuvasti. Laitteisto tallentaa tietokantaan 15 minuutin vélein kumulatiivisen kaa-
sumdirén, joka on laskettu paineen muutoksista ja venttiilien avautumiskertojen lukumaéristd huomi-
oiden lisdksi pullojen kaasutilavuudet. Mittauksia jatketaan 72 tunnin ajan, koko inkubaation ajan
lampotila huoneessa on 39 °C. Magneettisekoitus on jaksottaista (sekoitus 15 s., tauko 30 s.).

Kaasuntuotantomittauksesta saadaan kullekin niytepullolle kumulatiivinen kaasukéyri. Sellai-
senaan kaasukéyré ei vield ole helposti tulkittavissa, eikd siten kovin kdyttokelpoinen tulos. Dynaami-
sessa lehméamallissa kayttokelpoinen tulos on ajan suhteen vakio sulatusnopeus (sulatusnopeus il-
maistaan osuutena jéljelld olevasta sulavasta materiaalista). Tdhdn padsemiseksi kaasukdyrille tehdddn
tarvittavia laskutoimituksia. Ensin kaasukédyrdin sovitetaan SAS-tilasto-ohjelman NLIN-proseduurilla
Gompertzin yhtdlo, jossa paremman sovitustuloksen saamiseksi poolien lukumiird on kerrottu
kahdella (poolit hakasuluissa):

Kaasumiird =[V1*Exp(-Exp(1+k1*(L1-hr)))] + [V2*Exp(-Exp(1+k2*(L2-hr)))],

Potsimallissa poolit ovat vidhenevid, eivit kasvavia. Siksi potsimallissa poolin koko on Gompertzin
yhtélén poolin asymptootin ja poolin arvon vélinen erotus ja hetkellinen sulatusnopeus (k4) on pooli-
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koon muutos suhteessa poolin kokoon. Seuraavaksi poolien sulatusnopeudet siirretddn lahtotiedoiksi
Powersim-ohjelmalla tehtyyn p&tsimalliin (kuva 1). Mallilla simuloimalla saadaan huomioitua vir-
tauksen vaikutus toteutuneeseen sulatukseen, mitd muutoin olisi hankala huomioida in vitro -mene-
telmalld. Potsimallisimulaation tuloksena saadaan potentiaalisesti sulavan kuidun sulavuus mallin
oletuksia vastaavassa tilanteessa. Dynaamista lehmémallia varten tdstd edelleen lasketaan ajan suhteen
vakio sulatusnopeus, joka samalla potsimallilla samoilla virtauskinetiikan arvoilla antaisi saman
sulavuusestimaatin kuin ajan suhteen vaihtuva sulatusnopeus.

NE-pooli E-pooli
Gompertzin Gompertzin
yhtdlon yhtdlon
poolille 1 poolille 1
kdl %kdl
SULANUT
PDNDF g

k42 &(@
NE-pooli E-pooli
Gompertzin Gompertzin
yhtdlon yhtdlon
poolille 2 poolille 2

Kuva 1. Pétsimalli, jolla simuloidaan sulavuus kéyttien in vitro -kaasuntuotantomenetelmélld médritettyd ajan
suhteen vaihtuvaa sulatusnopeutta (kg1 ja k42). Koska kaasukdyrddn sovitettiin kahden poolin malli, pitid
kummallekin poolille olla mallissa oma puolikkaansa, ja totetutunut sulavuus on ndiden summa. Simulaation
alkutilanteessa oletetaan, ettd 1000 g rehun potentiaalisesti sulavaa NDF-kuitua (PDNDF) on jakautunut potsi-
mallin NE-pooleihin kaasukdyrdin sovitettujen poolien suhteessa. NE (non-escapable) -pooleissa oleva rehu ei
vield voi poistua potsistd, E (escapable) —pooleissa oleva rehu puolestaan voi poistua potsistd. Virtausnopeupeus
NE-poolista E-pooliin on ajasta riippuvaa gamma2-mallin mukaisesti, eli ajanmy6ta kasvavaa. Virtaus ulos E-
poolista puolestaan on ajansuhteen vakio-osuus jiljelld olevasta E-poolista. Keskimédirdiset viipymisajat ovat 20
tuntia NE-poolissa ja 30 tuntia E-poolissa, miki vastaa rehun viipymisaikaa ylldpitotasolla.

Sulatusnopeusestimaatin lisdksi voidaan laskea koko rehun sulavuus potsimallin olettamassa
tilanteessa. In vitro —kaasuntuotantomittauksien ohella tarvitaan rehun tuhkapitoisuus, NDF-kuitupi-
toisuus, ja kuidun potentiaalinen sulavuus. Kuidun sulamaton jainnds mééritetddn 12 vuorokauden
nailonpussiuitolla pdtsissd, jolloin erotuksena saadaan estimaatti kuidun potentiaaliselle sulavuudelle.
Rehun kuidun sulavuus saadaan kertomalla kaasumittauksista simuloitu potentiaalisesti sulavan kui-
dun sulavuus potentiaalisesti sulavan kuidun osuudella. Orgaanisen aineen ndenndinen sulavuus voi-
daan laskea Lucas —yhtdlolld (Van Soest 1967), jossa negatiivinen leikkauspiste vastaa sonnan meta-
bolista ja endogeenista ainesta. Kun lisdksi huomioidaan orgaanisen aineen pitoisuus rehussa ja kuidun
osuus rehussa, saadaan laskettua estimaatti rehun orgaanisen aineen sulavuudelle (Huhtanen ym.
2001).

In vitro -kaasuntuotantomenetelmalld pyritddn mittaamaan sulatusnopeus, jota rajoittavat aino-
astaan rehuperdiset tekijit. Talloin olosuhdetekijét, kuten pH, anaerobisuus, hapetus-pelkistys poten-
tiaali, mikrobien maérd ja niille vélttimattomat ravintoaineet pyritddn sddtimédn niin, ettd ne eivit
rajoita sulatusta. Liséksi kun halutaan mitata rehun kemiallisten komponenttien sulatusnopeutta, re-
huniytteen tulee olla riittdvén hienoksi jauhettua (Mertens 1993). Menetelmén kadytdnnon toimivuuden
ja toistettavuuden takia monia ilmiditd, kuten mdirehtimistd, ravintoaineiden imeytymistd, rehu-
partikkeleiden virtausta ulos potsisté taikka uuden rehun syontié, ei voida jaljitelld laboratorio-oloissa.
Néitd puutteita voidaan kuitenkin korjata mallinnuksen avulla, kuten pdtsisimulaatiolla, jolla
huomioidaan virtauksen vaikutus.
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Edelld kuvatulla tavalla Huhtanen ym. (2001) ennustivat 15 eri kehitysasteella korjatun timotei-
nurminatasdilérehun (rehut kolmelta eri vuodelta kesén ensimmaéisestd sadosta) NDF-kuidun sula-
vuuden hyddyntden tuloksia kaasuntuotannon mittauksista ja 12 vuorokauden nailonpussiuitoista.
Edelleen ennustettiin myds rehujen orgaanisen aineen sulavuudet kdyttden Lucasin yhtdlod solun-
sisdllysaineille. Ennustetun ja in vivo -kokeissa mitatun orgaanisen aineen sulavuuden vélinen yhteys
oli erinomainen (in vivo = - 7,4 g/kg + 1.003-ennuste, R*=0.99; ennustevirhe 8,5 g/kg). Samoin NDF-
kuidun sulavuuden osalta ennuste oli myos erinomainen (in vivo = 1,2 g/kg + 0.999-ennuste,
R?=0,987; ennustevirhe 9,3 g/kg). Nami tulokset osoittavat ettd in vitro -kaasuntuotantomenetelmsa
yhdistettyné kuidun potentiaalisen sulavuuden méiéritykseen nailonpussiuitolla, on lupaava menetelma
kuidun sulatuskinetiikan méaarityksessd. Menetelmén etuja ovat lisdksi edullisuus ja nopeus verrattuna
in vivo -kokeisiin. Potsifisteldityjd eldimid ei myoskddn tarvita samassa miédrin kuin nai-
lonpussimenetelmissé tai in vivo -kokeissa. Lisdksi menetelmd on monilta osin standardisoitavissa,
tosin téll4 hetkelld erilaisia laitteistoja on maailmalla kdytdssa useita ja tulosten hyodyntdmisen tapa ja
aste vaihtelevat. Erityisesti on huomionarvoista, ettd menetelmi soveltuu my6s vikirehujen kuidun
sulatuskinetiikan arviointiin, mikd on in vivo -kokeissa mahdotonta. /n vitro -kaasuntuotantomene-
telmélld voidaan lisdksi tutkia erilaisten prosessointien ja késittelyjen vaikutusta sulatuskinetiikkaan,
sekd myo0s solunsisillysaineiden sulatuskinetiikkaa.
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