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Forord
Dette projekt er det afsluttende arbejde for vores bachelorgrad i husdyrvidenskab pa Det Natur- og
Biovidenskabelige Fakultet, Kgbenhavns Universitet. Dette bachelorprojekt svarer til 15 ECTS

point og er et litteraturstudie.

Dette projekt vil oge den viden, der er omkring muligheden i at anvende tang i foder med henblik
pa at reducere den enteriske dannelse af metan. Projektet er derfor rettet mod studerende,
videnskabsfolk, andre med interessere indenfor at reducere emissionen af drivhusgasser og

landmaend med interesse i at reducere metan for at afkriminalisere kvag i klimadebatten.

Vi vil gerne udtrykke vores taknemmelighed til vores vejleder Mette Olaf Nielsen, Det
Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Kebenhavns Universitet, for hendes tilmodighed, ideer,
vejledning og gennemgang af projektet. Herudover vil vi gerne takke Gizaw Dabessa Satessa for at
sende os nogle forsegsresultater, vi har kunne arbejde med og Hanne Helene Hansen for at lade os

komme med 1 laboratoriet for at se, hvordan in vitro metoden foregar.

Forsidebilledet:

Algae  World News:  http://news.algaeworld.org/2017/11/seaweed-can-reduce-greenhouse-

emissions/
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Abstract

Methane emission from ruminant livestock production is a major contributor to the climate change.
Ruminant emissions account for 40 % of the total emissions in Danish agriculture and it is therefore
important to find a solution that can reduce enteric methane production without affecting feed
utilization. For this reason it is interesting to obtain knowledge about how methane occurs during
fermentation and hereby try to reduce the occurrence. Some seaweed species like Asparagopsis
taxiformis from Australia have shown strong effects inhibiting methanogenesis up to 99 % but is
now illegal due to its content of the active substance bromoform which has shown some unwanted
changes in the mucosa of the rumen of sheep and because they have an ozone depleting effect. The
aim of this study was to investigate the possibility of reducing enteric methane emission by using
seaweed from northern areas. The hypothesis tested was: Bioactive compounds in seaweeds that
can grow on northern latitudes can reduce the enteric production of methane in cattle. The effect of
using seaweed in the diet for cattle was evaluated theoretically. Some in vitro gas production
experiments with brown algae species (BA; EP900) have shown some potential in reducing
methane with the inclusion of BA in maize silage (MS) without affecting the feed utilization. In
addition the brown algae Ascophyllum nodosum have also shown to reduce methane in some in
vitro experiment and have shown not to affect the feed utilization, feed intake, growth rate in vivo
experiments.

There have not been any in vivo experiments with £P900 yet which means we do not know if there
are any negative effects on the animals’ function and productivity. Only a few studies have been
conducted in this area and there is therefore a lack of knowledge and more research at the topic is

needed.



Bachelorprojekt Anna Zrenlund Andersen &

Kebenhavns Universitet Natasha Jorgensen
Indholdsfortegnelse
L0 0 LT3 6
0 oY o -1 OSSPSR 8
R |V =] do Yo [T T OO O PO PPPOTOPPRROPRROP 8
1.3 FOTKOTEEISESIISTR. ... veeuteetieitie ettt ettt ettt ettt e s bt e bt e s it e st e e bt e bt e s bt e saeeenteenbeebeesbeesaeesateeane 10
2 FermenteringsprocesSer i VOIMIMEI .. umessssssssssssssssassassasssssssssssssssssssassassssssssssssssssssssssassassssssssssssssesss 11
2.1 MIKIOOTZANISINET ...ttt sttt ettt sb e sa ettt e e e bt e s bt e sae e sae e et e e bt e bt e bt e e beesateemteenteenbeenbeesanesaneeane 11
201 d BAKLEETOE ..ottt et ettt ettt ettt ettt ettt n 11
2. 1.2 PFOTOZOGE ...ttt ettt sttt ettt et e et sttt ettt n ettt s 12
2.1.3 Arkceer, Rerunder MEIANOZGENET ...............cccueeeueesieesieeseesee ettt ettt s 12
2.1 4 MEIANOZONESEN ...ttt ettt et s et e st e st e st e e e e s e e s 13
2015 SVAMIPE ...ttt 14
2.2 Nedbrydning af KUINYAIater.........cieeriiieieicieies et st 15
2.3 Nedbrydning af fEAL.......cecveiiiieieieeee ettt bt b e sae e 16
2.4 Hvad er €N efTEKEIV KOP ...eiiuiiiieiiecie ettt sttt ettt et te e be e sae e satesareeane 17
2.5 DICIKONKIUSION. ¢ .tteiieeiieeiiteteesttesite sttt et et e st e e steesatesateebeesbee s bt e satesatesabeenbeenseesaeesseesnteenseenteenbeesseesasesasesnne 17
3. Tang og dets bioaktive StOffer......mmmmmmmss——————————— 18
3.1 Tang versus terreStriSKe PLANTET ......cc.eieriiriirietirie ettt sttt st b e st nees 18
3.2 GIONALZET vttt ettt r e bbbt h et R e a e bt a e h e ae e n e s n e nenrs 19
3.3 BIUNAIGET .ottt ettt b bt h et eh et e h et et e et e e bt e sheeehe e eat e et e e beenbeenbeeenees 19
B4 ROAAIZET .ttt a et s r e e n e s n e nenrs 19
3.5 Bromoform 0g bromochlOTOmMELan..........cocueiiuiiiiiiiiiiie ettt bbb 20
3.6 PRIOTOTANIINET ...ttt ettt sttt ettt e b e b e s bt e sh e e eat e e st e et e e sbeesheesaeesabeeabe e b e enbeenneesnees 21
3.7 Isoprenioder/ Terpener/ TerPeNOIAET. .......cceiiiiiieiiirie ettt ettt sttt sttt e b e b e sbeeeaees 22
3.8 TUNGMELALLET ... eeeieiie ettt ettt sae e st e st e bt et e et e e s aeesaeessteesbe e beesbeesaeesasesasesnseenseenseenseennees 23
3.9 Resultater fra in vitro 0g in vivo fOrs@g VErden OVET.........cccverieriierienierieesieeseesieeseesenesresseesseesseesseesnees 24
Tabel 1: Oversigt over in vitro og in vivo forsag lavet Verden OVer ..............ccecceccesivesiescseiiesveseesnennns 24
3.10 Resultater over TGP produktion med tempererede algearter (EP900 0g OFS) .cccovvvevvveieiveneenieneennn 32
3.11 Resultater over metanproduktion med tempererede algearter (EP900 0g OFS).....cccccvvevvvvvenvenvennnnnen. 33
3.12 Hvordan pavirker reduktion af metan koens produktivitet? .........cccevvvervieerieerieenieesieesiesreesieesreeseeeseee e 35
313 DELKONKIUSION. ...ttt ettt ettt sh ettt b et s b e eh e et e bt e st e bt et e sbeebe et e sbeent e bt eaeebesneennenees 37
4. Beredygtighed ... ——————————— 37



Bachelorprojekt Anna Zrenlund Andersen &

Kebenhavns Universitet Natasha Jorgensen

4.1 Fordele og ulemper ved at dyrke tang i RAVEL.........cccevirieiinieienieeeee e e 38
B 1511 1Ce) 114 L 1o ) 3 TS PPRRPRRRPR 39
TR DT T () 39
5.1 Reduktion af den enteriske dannelse af MEtan ..........coceeceeviiieiininicniee e 39
I I T2 D (<) T U PP URTUROPRO 40
5.3 FOTSOESTESUITALET. ....euveteeutiteeitetiet ettt ettt ettt st b et s bt bt et s b e et e bt sas e st e ebe et e sheese e bt sen et e nneeaneneis 42
R B 131 YD (<1 o O PO 43
RIS 4 ;11 1) 1111 PO PO PRSPPI 44
5.6 Det naeste skridt 1 forskningen af tang .........coceevieiiiiiiiiie e 45
6. KONKIUSION c.ccucisinisisiminissssssssissssmsssssssssssssssssss s s s s ss s sssssas s snsas s snsnsas s snsas s snsas s 46
B 2 ] 4T3 0 A 1 46
8. LitteraturliSte .o s s s 48
L TR 33 | 56



Bachelorprojekt Anna Zrenlund Andersen &

Kebenhavns Universitet Natasha Jorgensen

1. Introduktion

Landbruget bidrager til 16 % af den samlede emission af drivhusgasser i Danmark (Mikkelsen et
al., 2011), og 40 % af dette stammer fra kvaegbruget (Kristensen & Lund., 2011). En stor del af
dette stammer fra metan som har et globalt opvarmningspotentiale, der er 21 gange kraftigere end

CO2 over en periode pa 100 ar (Illerup et al., 2007).

EU, herunder Danmark, har forpligtet sig til at reducere udslippet af drivhusgasser med 40% inden
2030 i forhold til 1990 niveauerne (Kristensen & Lund., 2011), hvilket ogsa ger efterspergslen for
en mere baredygtig produktion endnu mere eftertragtet. I 2009 foreslog skattekommissionen at
indfore en klimaafgift pd udledning af metan 1 landbruget (Dubgaard, 2009), og dette er ogsa en
faktor, som ger det vigtigt at finde en metode til at reducere metan for at afkriminalisere kvaeg 1

klimadebatten.

Der er kommet en stigende opmerksomhed pa at reducere emissionen af drivhusgasser, som
bidrager til den globale temperaturstigning og har store negative konsekvenser for verdens
okosystemer og menneskelige levevilkar (Kristensen & Lund, 2011). Desuden vil der med det
stigende antal mennesker pa kloden komme en storre eftersporgsel pd fedevarer og dermed ogsa
afgrade areal (Det Europaziske Miljeagentur, 2018). Det er derfor relevant at kigge pd, hvilke
faktorer, der kan reducere udslippet af drivhusgasser, og hvordan vi kan sikre nok fedevarer til den

stigende befolkning.

Metan dannes blandt andet i vommen hos keer og andre dreovtyggere. I vommen findes der nogle
forskellige mikroorganismer, som bl.a. svampe, bakterier, protozoer og arkaer, og disse udfoere en
anaerob nedbrydning af neringsstoffer. Nogle af disse mikroorganismer er metandannende
(metanogene) og herer til en helt saerlig gruppe af mikroorganismer, der kaldes arkaer.
Metanogenerne danner energi ved hjelp af en andingsproces, hvor de hovedsageligt bruger
kuldioxid (COz) og brint (H>) til at danne vand og metan: 4H> + CO> — CH4 + 2H>O (Madigan et
al.,2014a ; Hackmann et al., 2013; Van Soest, 1994).

Mikroorganismerne producerer som slutprodukt fra fermenteringen hovedsageligt de tre
kortkedede fedtsyrer: Eddikesyre, propionsyre og smersyre. Nar man giver en storre andel af

kraftfoder, vil mikroorganismerne i vommen syntetiserer en sterre andel af propionsyre i forhold til
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eddikesyre og smersyre (Van Soest, 1994). Dannelsen af propionsyre er forbundet med forbrug af
brint, og dermed mindsket metandannelse, mens dannelse af eddikesyre er forbundet med en netto
produktion af brint og dermed metandannelse (Kristensen & Lund, 2011; Van Soest, 1994). Det
betyder, at nar der kommer en sterre andel af propionsyre, vil der vare mindre substrat til
metanogenerne, og der vil derfor dannes mindre metan. Omvendt vil en storre tildeling af fibre
medfere en storre dannelse af eddikesyre og dermed ogsa en sterre dannelse af metan. Smersyre
produktionen er lidt sveere at manipulere med via fodring, men en hegj pH og store mangder af
sukker favoriserer en storre produktionen af smersyre. Smersyre dannelse medferer en
nettoproduktion af brint og vil derfor give anledning til en storre metandannelse (Kristensen et al.,

2003; Moloney et al., 1994).

Selvom metoden ved at give en sterre andel af kraftfoder 1 forhold til grovfoder reducere
metanproduktionen kan den dog give nogle sundhedsmassige komplikationer hos dyret, som f.eks.

vomacidose (Kristensen ef al., 2003).

En anden strategi, man har forsegt sig med, er, at tildele en storre andel af fedt 1 foderrationen. Fedt
kan nedsatte metanproduktionen formodentlig, ved bl.a. at hemme protozoer og cellulytiske
bakterier, som danner eddikesyre og kan pa den made reducere metanproduktion (Bersting et al.,
2003). Derudover nedbrydes fedtsyre ikke i vommen og kan derfor ikke bidrage til brintproduktion
og dermed heller ikke metanproduktion (Kristensen & Lund, 2011). Fedt i foderet kan dog
medvirke til en uensket reduktion af fordejelighed af cellevaegskulhydrater, reduceret

foderoptagelse og dermed ogsé reduceret malkeydelse (Kristensen & Lund, 2011).

Vi vil 1 dette projekt prove at finde ud af, om der kunne vare andre mere optimale strategier end de
metoder beskrevet tidligere til at reducere metanproduktionen 1 vommen hos kvaeg uden at det gar
ud over foderudnyttelsen. Vi vil gennem projektet beskrive muligheden i at anvende tang 1 foder til

kvaeg med henblik pa at reducere den enteriske dannelse af metan.

Tang og dets bioaktive stoffer har vist sig at vaere effektive til at reducere metanproduktionen i
vommen 1 forskellige in vitro og in vivo forseg (Machado et al., 2014; Wang et al., 2008; Kinley et
al., 2016a; Kinley et al., 2016b; Belanche et al., 2015; Li ef al., 2016). In vitro forsegene har brugt

nogle tangarter, heriblandt Asparagopsis taxiformis (A.taxiformis ), Dictyota og Ascophyllum
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nodosum (A.nodosum), som har vist sig at have potentiale til at inhibere produktionen af enterisk
metan pd grund af en hej antimikrobiel aktivitet, som kan pédvirke fermenteringen af forskellige
substrater (Machado et al., 2014; Belanche et al., 2015). A.taxiformis har 1 flere in vitro forseg vist
sig at kunne reducere metan med 96-100 % (Machado et al., 2014; Kinley ef al., 2016a; Kinley et
al., 2016b; Machado et al., 2015). Man har fundet ud af, at 4.taxiformis ikke kan vare lgsningen pa
metan emission, da den har det bioaktive stof bromoform (BF), som har vist sig at kunne ophobe sig
1 kad taet pa grensevaerdierne for humant konsum og er derfor blevet forbudt 1 Australien (Tomkins

et al.,2009).

1.1 Formal

Formadlet med dette projekt er at undersoge, om det er muligt at reducere kvaegs enteriske dannelse
af metan ved at inkludere tang, som produkt i foderet til kvaeg. Herunder vil vi undersege hvilke
bioaktive stoffer i tang, som kan inhibere dannelsen af metan samt evaluere om det er en
fodevaresikkerhedsmassig fremgangsmade. Dette gores via et litteraturstudie, hvor vi vil afdekke,
hvilke tangarter der indeholder nogle serlige bioaktive stoffer, som kan inhibere methanogenerne
uden at det gar ud over foderudnyttelsen. Herudover kommer vi ind pa, hvilke typer af tang, der er
mulige at dyrke i Danmark. Vores hypotese er: Bioaktive stoffer i tang, som kan dyrkes pd nordlige
breddegrader, kan reducere den enteriske dannelse af metan hos kveeg. For at kunne bekrafte vores

hypotese er folgende speorgsmaél sat:

e Hvad er metan og hvilke fermenteringsprocesser 1 vommen leder til metanogenese?
o Huvilke bioaktive stoffer kan pavirke metanogenerne, og i hvilke tangarter findes disse?
e Er der fremtidsmuligheder i at bruge de bioaktive stoffer i tang, og hvilke fordele og

udfordringer kan der opsté i1 forbindelse med dette.

Det er i ovrigt ikke formalet at komme naermere ind pa ernaringsmaessige egenskaber af tang, da
formalet er at undersege, om det er muligt at reducere den enteriske dannelse af metan ved at

inkludere tang, som produkt i foderet til kvaeg og ikke dets naeringsverdi.

1.2 Metode

Vores opgave er et litteraturstudium. De videnskabelige artikler er brugt til at opna viden omkring

fermenteringens stekiometri, som inkluderer: Mikroorganismer, herunder protozoer, arker, svampe
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og bakterier. I gvrigt opndr vi viden omkring forskellige tangarter og de grupper, man typisk
inddeler makroalger i, herunder ogsa eventuelle indhold af bioaktive stoffer. Vi vil have hovedfokus
pa tangarter, der kan anvendes i Danmark, og hvilke metanogene processer man kan péavirke med de

bioaktive stoffer.

Litteraturstudier, som reprasenterer den nuvarende litteratur inden for emner, er opndet ved brug
af: Cab abstract (Ovid), AGRICOLA (Ovid), AGRIS (Ovid), BIOSIS (Ovid), Ovid MEDLINE(R)
(Ovid), Google Scholar, Pubmed, og REX. Segeord: Cattle OR cow® OR bovine OR ruminant*,
seaweed OR macroalgae, enteric methane OR CH4, brown algae, red algae, green algae, bioactive
compound*, sustainability, fermentation stoichiometry, bromoform, bromochloroform,

Phlorotannin, terpen*, rumen microbes, in vitro, in vivo, Asparagopsis taxiformis.
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1.3 Forkortelsesliste

A.armata Asparagopsis armata
A.nodosum Ascophyllum nodosum
aNDF Neutral detergent fiber med alfa-amylase
AS Aminosyrer

A.taxiformis Asparagopsis taxiformis

BA Brunalge

BCM Bromochlorometan

BF Bromoform

CoM Coenzym M

CoB Coenzym B

DCS Afkortet bomuldsfre

diBCM Dibromchlorometan

FF Furcellaria

HK Hgj kvalitet

M Chodrus chrispus

MF Methanofuran

MP Metanoopterin

MS Majs ensilage

NDF Cellulose, hemicellulose og lignin
OFS Oceanfeed™ Swine

oM Organisk stof

PEG Polyethylene glycol

PT Phlorotanniner

PUFA Flerumattede fedtsyrer

SBP Sukkerroe pulp

SCFA Kortkadede fedtsyrer

TGP Total gasproduktion

VFA Kortkaedede Flygtige fedtyrer

Anna Arenlund Andersen &

Natasha Jorgensen
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2 Fermenteringsprocesser i vommen

Der sker mange forskellige processer i vommen, som er koblet sammen i et ekstremt komplekst
system af indbyrdes interaktioner imellem de forskellige mikroorganismer (Owens & Basalan,
2016). Derfor har vi valgt, at vi i dette afsnit kort vil beskrive de 4 grupper af mikroorganismer, der
er fundet i vommen hos kveg. Herefter vil vi komme ind pd den mikrobielle omsatning af
naringsstoffer, hvor vi vil have fokus pa nedbrydning af kulhydrater, da det primart er denne
fraktion, som bidrager til metandannelse (Mcdonald ef al., 2011). Derudover vil vi kort beskrive
omsatningen af fedt i vommen. Slutteligt vil vi komme med en definition af, hvad en effektiv ko er

i forhold til at udlede mindst mulig metan samtidig med at have sa hgj en malkeydelse som mulig.

2.1 Mikroorganismer

Vommen fungerer som et stort forgeringskammer for de forskellige mikroorganismer, og den kan
hos en ko indeholde mellem 100-150 liter. Den har en temperatur pad ca. 39 grader, og pH’en
varierer typisk mellem 5,5 -7 afhangig af foderrationen (Madigan et al., 2014a).
Mikroorganismerne i vommen lever i et strikt anaerobt milje og bestar af mange forskellige klasser
af mikroorganismer. Sammensatningen af mikroorganismerne afhenger af foderrationens
sammens&tning bade kemisk og fysisk, og derudover har det omgivende miljo ogséd en betydning
for dette (Kristensen ef al., 2003). Vi vil nu beskrive de 4 overordnede klasser af mikroorganismer,

som findes 1 vommen

2.1.1 Bakterier

En stor del af vommens mikrobielle biomasse (ca. 40-50%) bestér af bakterier, som er encellede
organismer uden en cellekerne (Puniya et al., 2015). Der findes en stor diversitet af bakterier 1
vommen, som kan klassificeres pd baggrund af de neringsstoffer, de metaboliserer, og de
metabolitter der dannes. De kaldes hhv. amylolytiske-, cellulytiske- og proteolytiske bakterier
(Hungate, 1966). De amylolytiske bakterier er karakteriseret ved at metabolisere stivelse 1 foder,
samt at formere sig hurtigt, hvis der er indtaget meget stivelse, og dermed produceres der meget
syre, s pH falder. De cellulytiske bakterier nedbryder de kulhydrater, som er en del af
celleveggene hos planter, som eksempelvis cellulose, hemicellulose, fruktaner og pektiner.

Nedbrydning af cellulose og hemicellulose foregér meget langsommere end nedbrydning af stivelse

11
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og er mere sensitiv over for @ndringer i pH. Hvis pH falder til under 6, vil nedbrydningen af
cellulose og hemicellulose reduceres drastisk. De proteolytiske bakterier er proteinnedbrydende.
Protein nedbrydes til aminosyrer (AS) eller ammoniak, hvor ammoniak er en vigtig nitrogenkilde
for proteinsyntese af bakterier i formaverne eller til mikroorganismer, der fermenterer kulhydrater

(Hungate, 1966).

2.1.2 Protozoer

Vommens mikrobielle biomasse indeholder samme mangde protozoer som bakterier, hvilket er 40-
50% (Puniya et al., 2015). Kalve bliver fauneret med protozoer, ndr moderen slikker og plejer
kalven, og de sluger noget af spyttet. Herudover bidrager drovtygning ogsa til et stort antal af de
protozoer, som koen fér, og det kaldes transfaunation (Hungate, 1966). Protozoerne er anaerobe, og
de fleste af dem er ciliater, og sterre end bakterier. Protozoerne har to funktioner, hvor den ene er
at fermentere lignocellulose til VFA og mikrobielt protein, som koen kan bruge til energikilde og
aminosyrer. Den anden funktionen er at beskytte let fermenterbart kulhydrat (sukker og stivelse),
som de gor ved at optage det i cellerne, og pd den made beskytter det fra de bakterier, som udnytter
sukker og stivelse (Puniya et al., 2015). Ved at protozoerne optager det i cellerne, er de med til at
stabilisere vommens pH, nar koen indtager meget stivelse og sukker. Protozoerne er ogsa i stand til
at optage store mangder af bakterier, hvor de indtagne bakterier deekker protozoernes behov for

protein, og reducerer den mangde bakterieprotein, som koen har til rddighed (Demeyer, 1981).

2.1.3 Arker, herunder metanogener

En lille del af vommens samlede biomasse bestar af arkeer (2-3 %), hvoraf sterstedelen af dem
bestar af methanogener (Madigan et al., 2014b). Der er fundet 120 forskellige arter i vommen
(Puniya et al., 2015), hvoraf de to mest dominerende er Methanobrevibacter og methanospaere
(Madigan et al., 2014b). Methanogenerne lever i forskellige symbioser og samarbejdsforhold med
bakterier og protozoer. De forskellige arter af metanogener kan udnytte flere forskellige substrater
til metan dannelsen (metanogenese), hvilket bl.a. inkluderer brint, kuldioxid, methylaminer,
methanol, formate eller acetat (Puniya et al., 2015). Heraf sker den sterste produktion af metan, ved
et forbrug af brint til at reducere CO; til methan, og metanogenerne er pa den made ogsa med til at
lette brint trykket i vommen (Puniya et al., 2015). Denne proces ser ud saledes:

4 Hy+ CO2 —» CH4+ 2 H2O (Madigan et al., 2014a ; Hackmann ef al., 2013).

12
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Methanogenernes vaekst i vommen, og dermed metandannelse kan pavirkes med fodring ved at
@ndre pa foderrationens sammensetning af grov- og kraftfoder, foderniveau og frekvens af
fodringer (Puniya et al., 2015). P4 den made kan man pévirke tilgeengeligheden af substrater til
methanogenese som bl.a. brint. Dette vil vi beskrive nermere 1 et senere afsnit om
kulhydratomsetning. Udover fodring, kan metan produktionen ogsa pavirkes af race, genetik og
produktionspotentiale (Kristensen & Lund, 2011; Puniya et al., 2015).

Udover at metan, som tidligere naevnt, bidrager til drivhusgasemissionen og dermed til den globale
opvarmning, leder det ogsa til et tab pd 2-12 % af bruttoenergiindtag hos koen. Det betyder, at

metan dannelsen reelt er en energiudgift for koen og dermed ogsé for landmanden, da der skal

indkebe mere foder, for at opfylde koens energibehov (Puniya et al., 2015).

2.1.4 Metanogenesen

For at metanogenesen kan forekomme, er det
nedvendigt, at der er Ho, CO». Derudover er der
nogle afgerende trin i metanogenesen, som er
athaning af coenzym-M (CoM), og det kan kun
dannes af metanogenerne. Der findes ogsa andre
substrater, herunder methylaminer, methanol,
formate eller acetat, der kan bruges til dannelsen
af metan, som er beskrevet i1 afsnit “2.1.3 Arkaer
herunder metanogener”, men 1 dette afsnit vil vi
fokusere pa metanogenesen ud fra CO2 og Ho.

CO2 og H; dannes i vommen ved nedbrydning af
kulhydrater, som beskrevet 1 afsnit “2.2
Nedbrydning af kulhydrater”. CoM reduktase
som er involveret 1 det sidste trin af
metanogensen samt alfa-underenheden af CoM
reduktase er kodet af mcrA-genet, som findes i

metanogenerne (Aguinaga Casafias et al., 2015).

Mpf“CH_- Methylane s H

Y~ Fa20 rea ——6
\_'_F.:, ox

Y Hy ™ . MP —CH, Methyi
- L
=+ COM-SH ] Metiyi transtorase

p— Na* motive force

CoM-S —CH, l

Mathyl reductase:

HS-CoB
\ F 130 COMplex ATP
J Methyl group
CoM-S-S-CoB

reduced to
CHyMethane

methane

| ComM-CoB and
ferredoxin cycling

Figur 2.1: Metanogenesen med

CO> og H> (Madigan et al., 2014a)
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Metanogenerne producerer metan ud fra stofferne kuldioxid CO-

og H> i vommen, og denne proces kan ses i figur 2.1. Her ses, at H C\ /\/50;
CO» aktiveres af enzymet methanofuran (MF). Det aktiveres ved, S

at enzymet reducerer CO; til et aldehyd, som er formylgruppen

og aktiverer den ved at binde den til methanofuran. Efterfolgende  Figur 2.2: CoM’s struktur
overfores formylgruppen fra MF til stoffet metanoopterin (MP), (Grabarse et al., 2001)
hvorefter formylgruppen reduceres yderligere forst til methylen

og videre til methyl. I de forste to reduktionstrin, hvor der elimineres et O, sker dette 1 form af vand
(H20). Trinnet fra methylen til methyl sker ved en addition af H vha. det reducerende coenzym-
F420, som afgiver sit H og derefter findes den som den oxiderede form. Til sidst overferes methyl-
gruppen til CoM med enzymet metyltransferase og der fraspaltes et Na'. Det reducerende
Coenzym-Fa30 gir ind og fjerner CH3 gruppen fra CH3-CoM og danner Ni**- CH3; kompleks. Dette
kompleks bliver yderligere reduceret af HS-CoB, som donerer sit H til CH3 og der dannes metan
(CHa4) samt et disulfid kompleks af CoM og coenzym-B (CoB) (CoM-S — S-CoB). De frie CoM og
CoB gendannes ved reduktion af CoM-S — S-CoB med brint (H2) (Madigan ef al., 2015a).

Som beskrevet ovenfor er CoM nedvendig for, at metanogenesen kan forekomme. Det kunne derfor
veere interessant at kigge naermere pa, om man kunne finde et stof, som kemisk ligner CoM, og at
dette stof kunne blokere for CoM’s binding site i enzymet og pa den méde, ville man kunne ha&mme
metanogenesen. Derudover kunne det ogsa vere interessant at finde et stof, som kan inhibere

aktiviteten af CoM og pa den mide ville man ogsa kunne reducere metanogenesen.

2.1.5 Svampe

Svampe udger 5-8 % af den samlede biomasse i vommen og deltager aktivt i nedbrydningen af
celleveegs kulhydrater og har enzymsystemer, som bade kan nedbryde cellulose og hemicellulose
(Puniya et al., 2015). De er unikke, idet de kan nedbryde plantens kutikula, der ligger som et
beskyttende lag pa plantens overflade, og de dermed kan komme ind til plantens indre cellemasse.
Pa den made gor de nedbrydningen af fibre mere effektiv i vommen og betyder, at neddelingen af
fibre under drevtygning bliver mere effektiv (Kristensen et al., 2003). Derudover har det vist sig, at
der findes flere svampe hos de dyr, der fir meget grovfoder i1 dizten i forhold til de keer, der far
meget kraftfoder. Derfor md svampene have en betydning for nedbrydningen af fibre (McDonald et
al.,2011).
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2.2 Nedbrydning af kulhydrater

Kulhydratsfraktionen udger typisk omkring 75 % (Weisbjerg et al., 2003) af det organiske stof i
koens foderrationen, og en betydelig del af denne bestér af cellulose, hemicellulose, stivelse og
vandopleselige kulhydrater (McDonald ef al., 2011). Nedbrydningen af kulhydrater kan deles op i
to stadier. I det forste stadie nedbrydes komplekse kulhydrater til simple sukre ved hjelp af
ekstracelluleere mikrobielle enzymer. Disse sukre bliver dernaest taget op og metaboliseret
intracelluleert af mikroorganismerne via glycolyse, hvorved der bliver dannet pyruvat (McDonald et
al., 2011). Pyruvat kan ikke forbraendes fuldstendig til kuldioxid og vand, da der kraves ilt til
denne proces. Derfor bliver pyruvat i stedet, ved en ufuldstendig forbreending, konverteret
hovedsageligt til slutprodukterne eddikesyre, propionsyre, smorsyre kuldioxid og metan. Disse 3
fedtsyrer er vertens hovedsagelige energikilde og kan optages gennem vom epitelet (McDonald et

al., 2011).

Pa figur 2.1 ses en oversigt over de forskellige veje, hvorved eddikesyre, propionsyre og smersyre
kan dannes. Man kan her se, at propionsyre dannelsen kan dannes af flere alternative veje. Laktat-
og acrylate vejen er den mest dominerende vej, hvis der gives en stor andel af kraftfoder i
foderrationen. Hvis der derimod gives store andele af fibre i foderrationen, vil succinat vejen vaere

den dominerende (McDonald et al., 2011; Van Soest, 1994).

Formate Acetyl Coenzyme A Lactate Oxalacetate Methylmalonyl-CoA
Malonyl-
CO; Hz CoA Acetoacetyl-CoA Lactyl-CoA Malate

Y

Methane Acetyl phosphate B-Hydroxybutyryl-CoA  Acrylyl-CoA Fumarate

Crotonyl-CoA Propionyl-COA  syccinate Succinyl-CoA
Butyryl-CoA
A .
Acetate Butyrate Propionate

Figur 2.3: Omdannelse af pyruvat til flygtige fedtsyrer i vommen (McDonald et al., 2011)

Som tidligere navnt, kan andelen af de forskellige fedtsyrer @ndre sig alt efter, hvordan
foderrationen er sat ssmmen. Hvis man giver en foderration med meget stivelse, vil produktionen af

propionsyre favoriseres, og andelen af eddikesyre vil falde. Dette skyldes bl.a., at veeksten hos de
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mikroorganismer, der danner propionsyre ud fra laktat, stimuleres ved oget tildeling af stivelse
(McDondald et al., 2011; Van Soest, 1994). Derudover vil pH i vommen falde, og den samlede
produktion af SCFA vil stige (Van Soest, 1994). Omvendt vil produktionen af eddikesyre
favoriseres ved en eget tildeling af fibre, og andelen af propionsyre vil falde (McDonald et al.,
2011). Herved vil pH i vommen stige, og der vil dannes en mindre samlede maengde af SCFA (Van
Soest, 1994). Andelen af smorsyre er svaer at manipulere med via fodring (McDonald et al., 2011),
men en hgj pH og store mangder af sukker favoriserer en storre produktion af smersyre (Kristensen

et al., 2003; Moloney et al., 1994).

Ved dannelsen af de 3 fedtsyrer (eddikesyre, propionsyre og smersyre), vil produktionen af brint,
som er en af de vigtigste kilder for metandannelse, vare forskellig. Herunder ses hvordan

henholdsvis eddikesyre, propionsyre og smersyre dannes ud fra glukose (Hackmann et al., 2013):

Glukose + 2 H,O — 2 eddikesyre + 4 Hy+ 2 CO»
Glukose +2 H, — propionsyre + 2 HO
Glukose — Smersyre + 2 H2+2 CO»

Ud fra disse processer ses, at der ved dannelse af eddikesyre og smersyre vil ske en produktion af
brint, og omvendt vil der ved dannelse af propionsyre vare et forbrug af brint (Hackmann et al.,
2013; Kristensen et al., 2003; Owens & Basalan, 2016; Van Soest, 1994). P4 den made vil man
kunne pdvirke metandannelsen via fodring, fordi man kan pavirke dannelsen af brint, som er et
vigtigt substrat for metanogenerne. Denne metode til at reducere metan er dog ikke optimal, da det
kan medfere nogle sundhedsmassige komplikationer hos dyret, som f.eks. vomacidose, som ikke
er onskeligt (Kristensen et al., 2003).

Planter indeholder desuden ogsé lignin, som er en del af fiberfraktionen og den er unedbrydelig
bade for dyrets egne enzymer og for mikrobielle enzymer. Fordgjeligheden af foderet falder og
metanproduktionen stiger, jo hejere indholdet af lignin er, som desuden er stigende med planternes

alder (Van Soest, 1994).

2.3 Nedbrydning af fedt

De fedtsyrer, der indtages af koen med foderet, bestér af langkadede fedtsyrer, hvor fordejelsen af

dem starter 1 reticulorumen (Bauchart, 1993). Fedtsyrerne bliver ikke forgeret i reticulumrumen,
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men der sker en omsatning af dem, hvor glyceriderne spaltes til glycerol og frie fedtsyrer ved
processen lipolyse. Mange af de umattede fedtsyrer vil blive hydrogeneret af mikrooragnismerne i
vommen, sd det fedt, der kommer til tarmen, overvejende er mattet fedt og frie fedtsyrer. Hvor
effektiv hydrogeneringen er, athanger af foderrationens sammensatning, hvor en mere strukturrig
og proteinrig foderration vil medfere en hgjere hydrogeneringsproces (Bersting et al., 2003).
Umattede fedtsyrer kan have en toksisk effekt pd mikroorganismerne, herunder de fibrolytiske
bakterier og protozoerne, hvilket kan pédvirke eddike-/propiosyre forholdet i vommen, reducere
dannelsen af metan og medfore en nedsat fordejelse af cellevaegskulhydrater (Borsting ef al., 2003;
Haque et al., (2014). I et forseg fandt man ud af, at hvis man fodrer lam en med stor tildeling af fedt
i form af flede, kunne man undertrykke dannelsen af metan nasten totalt. Derudover viste forsgget
ogsa, at efter dieeten var lagt om til en fiberrig dizet, blev metanproduktionen normal igen. Man kan
ud fra dette konkludere, at fedt kan reducere produktionen af metan, men at effekten ikke er

langvarig (Haque ef al., 2014).

2.4 Hvad er en effektiv ko?

En effektiv ko kan defineres ved at have en hoj melkeydelse og en hej fodereffektivitet, hvor den
samtidig skal udlede s& lidt metan som muligt. Men hvis vi kan optimere yderligere pa
produktiviteten per dyr, og samtidig opretholde den produktion, som vi har nu konstant, bare med
feerre dyr, vil vi kunne mindske den totale metan emission. Man vil derved fé en eget udskillelse af
metan per dyr, men en lavere total metan emission per enhed af produkt (malk, ost og ked) der
produceres (Aaes et al., 2003).

Metan emissionen kan ogsd ses som et vigtigt ekonomisk aspekt for landmanden, da metan
udslippet ogsa kan udtrykkes som et energitab hos koen, hvilket betyder, at den skal indtage mere
foder for at f nok energi, og dette vil vare en udgift for landmanden, da der vil komme en storre

udgift pa foder (Puniya et al., 2015).

2.5 Delkonklusion

Der er vigtigt at vide, hvordan metan dannes 1 vommen for at vide, hvordan man kan reducere det.
Forskellige mikroorganismer i vommen lever i1 tet samarbejde og er eksperter 1 at nedbryde
forskellige substrater. Man kan pavirke mikroorganismer til at producere mindre metan ved bl.a. en

stor tildeling af fedt eller kraftfoder, men disse metoder kan gé ud over dyrets sundhed og er ikke
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langvarig. Yderligere medferer metandannelse et betydeligt energitab hos koen, hvilket ogsé er en

faktor, som gor, at man ensker at begraense eller eliminere metan produktionen.

3. Tang og dets bioaktive stoffer

Der findes globalt omkring 10.000 forskellige tangarter (Brodie, 2010), som man opdeler i tre
overordnede hovedgrupper: Grenalger, redalger og brunalger. Tang indeholder mange forskellige
bioaktive stoffer, som bl.a. er essentielle for planternes overlevelse, da de kan beskytte mod
herbivore, mikroorganismer mm. (Bodas et al., 2012). Vi vil i dette afsnit fokusere pa de specifikke
bioaktive stoffer bromoform, bromochlorometan, phlorotaninner samt terpener, som er foreslaet (jf.
Tabel 1) at vare involveret i1 tang planters effekt pd metanproduktionen. Derefter vil vi give et
overblik over, hvilke tangarter, der har vist sig at vere s@rlig effektive til at reducere metan, samt
om de kan dyrkes. Afslutningsvis vil vi beskrive, hvilke effekter reduktion af metan kan have pa
koens produktivitet, herunder melke- og kedproduktion og evt. forhold omkring produktkvalitet til

humant konsum.

3.1 Tang versus terrestriske planter

Tang adskiller sig fra terrestriske planter pa en raekke punkter og indeholder blandt andet ikke den
tungt fordgjelige fiberfraktion, lignin, da vandplanter ikke behaver at bare sig selv pd samme made
som terrestriske planter har behov for (Barbot ef al., 2016). Derudover indeholder de heller ikke
almindelig stivelse, men 1 stedet andre komplekse kulhydrater som alginat, laminarin og fucoidaner,
som man ikke kan finde 1 terrestriske planter (Makkar et al., 2016). En anden forskel er, at
tangplanter lever 1 et anaerobt miljo under vandet, og dette anderledes miljo har fort til udvikling af
serlige forsvarsmekanismer (Bodas et al., 2012), inklusive sarlige biokemiske komponenter, som

er helt seregne i forhold til, hvad man finder i terrestriske planter.

Néar man skal dyrke tang, skal man bade tage hejde for lys, temperatur, neringssalte (phosphor og
Nitrat), saltholdighed og eksponeringsgrad (Wegeberg & Felby, 2010). Grundet tidsmangel samt at
dette felt er ude fra vores fagomrade, har valgt udelukkende at definere om, hvorvidt de forskellige

tangarter kan dyrkes ud fra temperatur (klimazoner).
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3.2 Grenalger

Der findes 1000 forskellige arter af grenalger (Chlorophyceae), som er karakteriseret ved deres
gronne farve, som skyldes chlorophyll i deres chloroplaster (Molina-Alcaide et al, 2017).
Gronalger omfatter blandt andet arterne Ulva, Oedogonium, Cladophora patentiramea, Caulerpa,
Chaetomorpha og U.ohnoi, og disse kan findes i tropiske omrader, herunder Australien (jf. Tabel
1). Dette betyder, at vi ikke ville kunne dyrke disse tangarter i Danmark, da vi har nogle andre
klimatiske betingelser (Bilag 1). Det har vist sig, at nogle gronalgearter kan reducere
metanproduktionen, men der mangler viden om, hvilke bioaktive stoffer, der specifikt har denne

effekt (jf. Tabel 1),

3.3 Brunalger

Der findes 2000 arter af brunalger (Ochrophyta), som varierer i deres farve fra olivengren til brun
(Molina-Alcaide et al., 2017). Brunalger er det tang, som er lettest at hoste, hvilket skyldes, at det er
denne  tangart, som  bliver storst (35-45 meter) (Makkar et al, 2016).
Dictyota, Cystoseira og Sargassum findes i tropiske omrader i Australien og er derfor ikke mulige
at dyrke 1 Danmark. Ascophyllum nodosum (A.nodosum) og Laminaria digitata er fundet i
tempererede klimaomrader 1 bl.a. Canada og det nordlige Atlanterhav. Disse brunalger har vist sig
at kunne reducere metan ( jf. Tabel 1) og indeholder bl.a. phlorotanniner, som den eneste af de 3
hovedgrupper af tang (Wang et al., 2008; Belanche et al., 2015). Derfor kunne man forestille sig, at
disse ville veere mulige at dyrke i Danmark eller omegn. Derudover kan de ogsa indeholde terpener,

alginat, fucoidaner, laminarin mm (Machado ef al., 2014; Makkar et al., 2016).

3.4 Redalger

Der findes 7000 arter af redalger (Rhodophyceae), og de er kendetegnet ved deres redlige farve,
som skyldes biloprotein pigmenter, r-phycoerythrin og r-phycocyanin, som findes i kloroplaster hos
redalger (Molina-Alcaide et al., 2017). De kan vokse sig op til en sterrelse pa 30-40 cm (Makkar et
al., 2016).

I tabel 1 har vi bl.a. redalgerne: A. taxiformis, Asparagopsis armata og Hypnea, som alle er fundet i
tropiske eller subtropiske klima i1 Australien, hvilket gor, at disse ikke er mulige at dyrke 1
Danmark. Derimod er Gracilaria vermiculophylla og Gigartina sp. fundet ved tempereret omrader

ved nordkysten af Portugal. Disse arter vil muligvis kunne dyrkes i Danmark, pa trods af en lidt
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lavere gennemsnitstemperatur. Dog kan lavere temperaturer haemme tangens vekst. (Wegeberg &
Felby, 2010). Redalger og herunder A. taxiformis indeholder bl.a. det bioaktive stof bromoform
(BF) (Li et al., 2016).

3.5 Bromoform og bromochlorometan

BF, dibromchlorometan(diBCM) og bromochlorometan(BCM) er typer af By By
bioaktive metabolitter, som indeholder halider fra den kemiske
hovedgruppe 7, og de dannes naturligt og findes i biomasse fra visse
rodalger, og begge er potente anti-metanogene stoffer (Masterton et al.,
2011; Li et al., 2016). Br

Figur 3.1: Bromoforms
Bromoform (BF; CHBr3) er en sekundeer metabolit, som generelt findes  struktur (Reaxys, 2018)
naturlig i biomassen hos redalger, heriblandt tangarterne A4. taxiformis og
A. armata, hvor den fungerer som en antibakteriel forsvarsmekanisme (Paul et al., 2006). BF
minder kemisk set om bromochlorometan (BCM; CH;BrCl), som tidligere er blevet brugt som et
kemisk additiv til at reducere metandannelsen. (Kinley et al., 2016a; Li et al., 2016). BF og BCM
er begge potente metan inhibitorer. Disse reagerer med vitamin Bi2 og mindsker metandannelsen
ved at inhibere det sidste skridt i den enzymatiske vej af metanogenese, som kan ses 1 figur 2.1 1
afsnit 72.1.4 Metanogenesen”. Metanogenerne er athangige af syntesen af et enzym, methyl
coenzym-M reduktase, som anvender co-enzymet CoM som cofaktor. CoM er en cofaktor, som
findes 1 alle metanogener, men ikke i andre bakterier eller arkaeer. CoM er involveret 1 det sidste trin
af metanogenesen, hvor en methyl gruppe baret af CoM bliver reduceret til metan af methyl-CoM
reduktase (Liu et al., 2011).
BF og BCM inhiberer metandannelsen ved at g& ind og blokerer for aktiviteten af methyl CoM
reduktase (Machedo, 2015). BCM inhiberer altsa den enzymatiske vej frem for at have en egentlig
toksisk effekt pa metanogenerne (Tomkins et al., 2009). Det blev eftervist i australske
fodringsforseg med stude, hvor tildeling to gange dagligt med 0,30 g BCM/100 kg levende vagt
gav en signifikant reduktion af metan pd 93,7% efter 28 dages behandling. Dog fandt man prever
fra muskler og fedt, som indeholdt BCM, hvilket betyder, at det kan ophobe sig 1 kedet ikke langt
fra grensevardier for fodevarer til humant konsum. Ovenstédende betyder, at det ikke er et stof, man
onsker bruge i1 fremtiden i landbrugssektoren (Tomkins et al., 2009). Desuden blev BCM 1 2004

gjort ulovlig af den australske regering under lovgivningen Ozone Protection and Synthetic
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Greenhouse Gas Management Act 1989, da det har en ozonnedbrydende effekt, som skyldes
indholdet af hallidet chlor (Tomkins ef al., 2009).

3.6 Phlorotanniner

Tanniner er et naturligt forekommende polyphenolisk element, som findes béade i terrestriske planter
og 1 tangarter. Phlorotanniner (PT) derimod forekommer kun i brunalger og er strukturelt mindre
komplekse end terrestriske planters tanniner (Wang et al., 2008). De to brune tangarter A.nodosum
(14%) og Fucus (12%) er de to arter, som er blevet undersegt med hgjest indhold af PT, men
indholdet kan variere med bade arstid og saltindholdet i vandet (Holdt & Kraan, 2011). PT spiller
muligvis en rolle i forhold til at vere en kemisk forsvarsmekanisme imod planteedere og

mikroorganismer (Koivikko et al., 2005).

I et in vitro forseg med vomveske viste Vissers et al., (2017), at metanproduktionen kunne
reduceres med 40 % af PT ekstraheret fra Laminara digitata, ved en dosis pa 40 g/kg™! tanninfri
grasensilage. Dette var uden at hemme OM fermentering, som var udtrykt ved total gas produktion
og total VFA produktion. Dog @&ndrede fedtsyreprofilen sig, sa andelen af produceret eddikesyre

blev reduceret og andelen af propionsyre foreget.

I et andet forsog med Wang et al., (2008), viste PT fra A.nodosum tilsat i samme dosis (40 g/kg™)
sammen med en grovfoderblanding (bygensilage, alfalfa ho, greesho) ogsd at kunne haemme metan.
Dog var dette ved at hemme fermenteringen, ogsa indikeret ved total gasproduktion og VFA
produktion. Dette er modstridende med, hvad de skriver 1 artiklen med Visser et al.,(2017), hvor de
henviser til, at 1 forseget med Wang et al., (2008), blev fermenteringen, ligesom hos dem selv, ikke
reduceret, men forbedret ved en dosis pa 40 g/kg™!. Denne konklusion fra Visser et al., (2017 ) er
derfor ikke rigtig. I begge forsog brugte de en grovfoder baseret dieet, men PT blev ekstraheret fra
forskellige tangarter, henholdsvis A. nodosum og Laminara digitata, hvilket maske kunne medfere

denne forskel. Derudover kan det evt. ogsé skyldes forskellige oprensningsmetoder af PT.

Udover dette, observerede man ogsa i1 forseget med Wang et al., (2008), at effekten var sterre, nar
fermenteringen foregik pd basis af grovfoder (bygensilage, alfalfa he, graeshe) 1 forhold til
kraftfoder (bygkorn), hvilket indikerer, at de cellolytiske bakterier er mere sensitive over for PT end

de amolytiske er (Wang et al., 2008).
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3.7 Isoprenioder/ Terpener/ Terpenoider.

Terpener er en del af planters essentielle olier (Gupta et al.,2015), og de har vist sig at kunne have
mange forskellige helbredsmaessige fordele, herunder antimikrobiel aktivitet (Gupta et al., 2015;
Soltan et al., 2018). Der er bl.a. fundet isoprenioder (terpener) i brunalgerne Dictyota og Cystoseria
(Machado et al., 2014; Dubois et al,,2013). Der er endnu ikke lavet nogle forseg med terpener
ekstraheret fra tang, og vi vil derfor kigge pa, hvordan terpener fra terrestriske planter har vist sig at
pavirke metanproduktionen.

I et in vivo forseg med fér, viste Soltan ef al., (2018), at kunne reducere metanproduktionen 35,9%
med 400 mg af et kommercielt produkt af forskellige essentielle olier: Cinnamaldehyde, eugenol,
carvacrol, and capsicum oleoresin. I denne blanding var eugenol og carvacrol terpener (Benchaar &
Greathead, 2011). Reduktionen af metan pédvirkede hverken foderindtag eller fordgjeligheden i
vommen. Derimod forggede olierne mangden af produceret VFA i1 vomvaske opsamlet fra de
behandlede fir og @ndrede samtidig eddikesyre: propionsyre forholdet, s& andelen af propionsyre
blev sterre 1 forhold til eddikesyre. Man kan dog ikke vare sikker pd, at dette resultat kun afspejler
en effekt fra terpenerne. De andre essentielle olier kunne ogsa individuelt eller i sammenspil give
denne effekt. Men det kunne tyde p4, at noget i denne blanding af essentielle olier kunne have en
direkte effekt pd metanogenerne, da fermenteringen i vommen ikke ser ud til at hemmes. I folgende
in vitro forseg, som gik ud pa at undersoge forskellige essentielle olier og deres pavirkning pa den
metanogene aktivitet, viste to typer af terpener samme menster, da de kunne h@mme metan

produktionen uden nogen markant effekt pd VFA produktionen.

I et 6 timers in vitro forseg med vomvaske fra koer viste Chaves et al., (2008), at monoterpenet p-
chymene i en dosis pd 20 mg L' opleseligt stivelse kunne reducere metanproduktionen ved
forgeering af 20 mg opleseligt stivelse med 30 %. Der var ingen effekt pad den totale VFA
produktion under forgering eller andelen af de dannede forskellige kortkaedede fedtsyrer.

Chaves et al., (2008) viste 1 samme forseg ogsa, at olier fra kanelblade, som indeholdt 76 %
eugonol, som er et phenolisk monoterpen, kunne reducere metanproduktionen 71 % ved en dosis pa
250 mg L', Her blev den totale VFA produktion dog reduceret 16 %, men man kunne forestille sig
at ved en lidt lavere dosering, vil man kunne reducere metanproduktionen uden at reducere den

totale VFA produktion.
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Det kunne derfor tyde pa, at disse terpener har en direkte effekt pd metanogenerne i vommen, og det
ville derfor vere interessant at ekstrahere terpener fra brunalgerne Dictyota og Cystoseria og A

nodossum for at se, om nogle af disse kunne have lignende effekt pd metanproduktionen.

3.8 Tungmetaller

Tang kan ogsa indeholde forskellige mineraler og tungmetaller mm., som de kan optage fra
omgivelserne. Nogle af disse stoffer inkluderer bl.a. arsen, zink, mangan, kvikselv, bly, jod og
brom (Holdt & Kraan, 2011; Machado et al., 2016). Disse eonsker man ikke 1 for heje
koncentrationer i humane feodevarer, og det er derfor vigtigt at veere opmerksom pa hvilke
tungmetaller og mineraler der findes i de omrdder, man hester sin tang. Der er derfor ogsd lavet
nogle grensevardier 1 EU for hvor store koncentrationer mé veare 1 den tang man anvender til foder

(Makkar et al., 2016).
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over in vitro og in vivo forseg lavet verden over

Type tang Omride Bioaktive stoffer Metode (alle forseg er med vomsaft fra keer eller far Resultat og effekt af bioaktiv stoffer % Metan Arstal Kilde
medmindre andet er angivet) reduceret
alien)
Rhodophyta (red) Australien Organiske syrer, tanniner, In vitro forseg i 72 timer med dosis pa 2 % OM substrat Det oger proption-andelen og mindsker eddikesyreandelen. Total 96 % 2016 | ( Kinley et
phlorotanniner, polyphenoler, sammen med 1 g rhodes gras. Kontrol gruppe =1 g produktion af VFA blev reduceret 22 %, dog ikke signifikant. Der var
aminoglykaner rhodes gras. Vomvaske var opsamlet fra stude. derudover en signifikant reduktion af TGP pa 29 % i forhold til
kontrollen.
Rhodophyta (red) Nordlige Australien Brominated og chlorinated haloformer | In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g 61,8 % mindre TGP i forhold til kontrol efter 72 timer. Mindre VFA 98,90 % 2014 | (Machado
flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders produktion, hvilket skyldes inhibering af eddikesyre. Der var en
grass + 0,2 afskallet bomuldsfre (DCS). Vomsaften var mindre produktion af eddikesyre i forhold til propionsyre.
opsamlet fra stude. A.taxiformis har en lignede kemisk form med DCS panzr dets hoje
indhold af zink og lavere indhold af flerumettede fedtsyrer (PUFA),
hvilket kunne tyde at der kunne vaere en smule evidens for at zink kan
have indflydelse pa reduceringen af metan eller at zink har en
synergieffekt sammen med nogle af de sekundzre metabolitter i
A.taxiformis som heemmer metan. 4. taxiformis inhiberede ogsa
protozoer.
Rhodophyta (red) Australien Bromoform (CHBr3) In vitro 72 timer med A.taxiformis i doser fra 0,5 % - 10 % | Dosis lig 1 % eller mindre var der ingen effekt. Ved dosis pa 2% OM 100 % 2016 | (Kinley et
OM af 1 g rhodes grees i hej kvalitet (HK) kontrolgruppe | medferte reduceret TGP pa 30 % og eliminerede metan produktionen.
=1 g rhodes grees HK. Vomvasken var opsamlet fra Reduktionen af metan afthanger bade af dosis og tid. Efter 48 timer
stude. var der ingen effekt pa dosis 0,5 % og 1 % Det vil sige effekten faldt
med tiden. Der var ingen negativ effekt pa in vitro substrat
fordejelighed, nar der blev tilsat 5 % eller mindre af tangen. En
signifikant reduktion af in vitro fordejeligheden skete, nar der var 10
% eller mere af tangen tilsat. Produktionen af VFA blev ikke
reduceret, nar doserne var under 2 % og eddikesyre produktionen blev
reduceret, samtidig med at propionat produktionen steg i takt med
stigende dosering af tangen. Smersyre steg ogsa, men i en mindre
grad.
Rhodophyta (red) Australien Bromoform, dibromochloromethane, In vitro forseg pa 72 timer hvor A.taxiformis blev testet Dosis pa 2 % OM reducerede metan 99 % og total VFA produktionen 99 % 2015 | (Machado

bromochloroacetic acid og

dibromoacetic acid

med 10 forskellige doser fra 0 -16,7 % OM sammen med
rhodes graes he som basalsubstrat, sa der i alt blev
inkuberet 1g OM. Vomvasken var indsamlet fra Braham

stude

25 %. Ved dosis = 0,5 eller hejere blev total VFA produktionen
signifikant reduceret. In vitro fordejeligheden blev sterre op til dosis
pa 5 % og fordejeligheden faldt signifikant ved dosis = 10 % eller
mere. Ved dosis pa 2 % OM var molar massen af propionsyre,
smersyre og valerate og isovalerate stigende og faldende for molar
massen af eddikesyre og isobutyrat. Derudover viste produktionen af
metan signifikant reduceret med 84,7 % ved en dosis pa 1 % OM

A.taxiformis.




alger med mangel bromerede metaboliter. Dette forseg viste at
A.armata var aktive imod Escherichia coli, Staphylococcus spp.,

Pseudomonas aeruginosa og 2 marine vibrio spp.

Rhodophyta (red) Nordlige Australien In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g Inhibere TGP 19 % i forhold til DCS efter 72 timer. @gede 42 % 2014 | (Machado
flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders produktionen af total VFA 2,3 %
grass + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra
stude.
ada
Rhodophyta (red) Nordkysten af Portugal In vitro 24 timer hvor Gracilaria vermiculophylla var Reducerede metanproduktion uafhanigt af tilsat substrat. Med majs 38,20 % 2016 | (Maia et al
tilsat ved en dosis pa 0 % (kontrol) eller en dosis pa 25 % | ensilage blev metan reduceret 38,8 Gas produktionen blev reduceret
af inkuberet DM sammen med enten eng he eller majs 17 % og total VFA produtionen blev reduceret 5,3 %
ensilage, sa der i alt var 250 mg DM. Vomvasken var
indsamlet fra Holstein keer der ikke var draegtige.
Rhodophyta (red) Nordkysten af Portugal In vitro 24 timer hvor Gigartina Sp. var tilsat ved en dosis | Reducerede metanproduktion, men kun nér den inkuberes med 35,80 % 2016 | (Maia et al
pé 0 % (kontrol) eller en dosis pa 25 % af inkuberet DM majsensilage. Gas produktionen blev reduceret med 32 % og den
sammen med enten eng he eller majs ensilage, s derialt | totale VFA produktion blev reduceret 5 %
var 250 mg DM. Vomvasken var indsamlet fra Holstein
keer der ikke var dragtige.
alien)
Chlorophyceae (gron) Nordlige Australien In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g Reducerede TGP med 20,3 % efter 72 timer. Den total VFA 30,30 % 2014 | (Machado
flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders produktion blev foreget 16 %
grass + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra
stude.
Chlorophyceae (gron) Australien In vitro 72 timer, hvor Oedogonium blev tilsat i 7 doser Med dosis pa 50 % eller mere blev TGP signifikant reduceret med 50 % 2015 | (Machado
fra 0 % til 100 % OM sammen med rhodes graes he, sa der | mindst 20%. Dosis 50 % eller mere reducerede signifikant metan
samlet var 1 g OM. Vomvasken var indsamlet fra Braham | produktionen. Nar dosis = 75 % eller mere blev metan
stude produktionenen reduceret 50 % eller mere i forhold til kontrollen.
Med en dosis pa 100% blev metan produktionen reduceret med
61,6%. Fordejelighed og total VFA produktion faldt med stigenden
dosering med 11,3 % for in vitro fordejelighed og 17,4 % for VFA
produktion ved en dosis = 25 % i forhold til kontrolgruppen. Men
forst ved doseringer pa 50 % eller mere var reduktionen af
fordejelighed og produktionen af VFA faldet signifikant. Doseringer
pa 25 % eller over foregede signifikant pH veerdien i forhold til
kontrol. 100 % dosis af tangarten gave en reduktion pa 61 %
Chlorophyceae (gron) Australien In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g Inhiberede TGP 68,9 % i forhold til DCS. Den totale VFA produktion 66 % 2014 | (Machado
flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders blev reduceret 12 % i forhold til DCS
graest 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra
stude.
Chlorophyceae (gron) Nordlige Australien In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g Inhibere TGP 21,9 % i forhold til DCS efter 72 timer. Total VFA blev 50,20 % 2014 | (Machado

flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders

graes + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

oget 2,8 %




Chlorophyceae (gron)

Nordlige Australien

In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g
flinders grass. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders
graes + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

stude.

Inhibere TGP 21 % i forhold til DCS efter 72 timer

39 %

2014

(Machado

Chlorophyceae (gron)

Nordlige Australien

In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM af tang med 1
g flinders graes Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders
grass + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

stude.

Inhibere TGP 29,8 % i forhold til DCS efter 72 timer og reducerede
total VFA produktion 6%

45 %

2014

(Machado

alien)

Ochrophyta (brun)

Australien

Isoprenoider(terpenes)

In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g
flinders graes. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders
graes + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

stude.

Inhibere TGP 53, 2 % (Effekt endnu mere signifikant efter 24 timer,
hvor den var pa 76,7%) og metan 92,2 % efter 72 timer i forhold til
DCS. Mindre VFA produktion og mindre eddikesyre i forhold til

propionsyre.

92,20 %

2014

(Machado

Ochrophyta (brun)

Nordlige Australien

In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med 1 g
flinders graes. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders
graes + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

stude.

Inhibere TGP 23,7 % i forhold til DCS efter 72 timer

45%

2014

(Machado

Ochrophyta (brun)

Australien

Phlorotanniner

In vitro 48 timer (exp 1), 72 timer (exp 2) ved doserne: 0,
20, 40, 80, 160 mg tang var tilfejet til 1 g substrate OM.
Rhodes gras var brugt som basalfoder. Kontrolgruppen
var samme basalfoder (kun rhodes graes) uden tilfejet
makroalge. Vomsaften kom fra stude. Det var ikke klart
preecist hvilken dosis respons der gav en denne reduktion i
metan, og det skyldes at alle proverne i dette eksperiment
ikke blev indsamlet succesfuldt fra alle inkubationer. Dog
var det generelt sddan at jo hejere dosis jo bedre effekt pa

reduktion af metan.

Det reducerede in vitro totalgasproduktion med en

dosisresponsvirkning samt reducerede metanproduktionen signifikant.

80 %

2013

(Dubois et

Ochrophyta (brun)

Nordlige Australien

In vitro forseg 72 timer sammen 0,2 g OM tang med | g
flinders grees. Kontrolgruppe indeholdt 1 g OM flinders
graes + 0,2 afskallet DCS. Vomsaften var opsamlet fra

stude.

Inhibere TGP 10,4 % i forhold til DCS efter 72 timer

34 %

2014

(Machado



Ochrophyta (brun) Canada - den atlatiske Phlorotanniner In vitro 24 timer (exp 2) eller 48 timer (exp 1) med PT alene reducerede fordejeligheden af aNDF i bade grovfoder og 2007 | (Wang et a
kystlinje ved Nova bygkorn (300 mg) eller et mix af grovfoder(500 mg) kraffoder dizten. Reduktion af fordejeligheden for aNDF var sterre
scotia sammen med ra tang ekstrakter i forskellige doser. med grovfoder i forhold til faldet i fordejelighed af stivelse.
Vomsaften kom fra jersey stude. Efter 0, 12, 24 og 48 Gasproduktionen efter 48 timer blev reduceret ved ved en mindre
timer blev 6 haetteglas / PT doseringsniveau (3 med koncentration med grovfoder end med kraftfoder. Der skal mindre
polyethylene glycol (PEG) og 3 uden) fjernet, og koncentration til for at pavirke grovfoder. Total VFA blev reduceret
delpraver fra hver blev undersogt for ammoniak og over tid ved tilsetning af PT. Metan og total gasproduktion var ogsa
flygtige fedtsyrer (VFA) samt aNDF faldet signifikant efter 24 timer. Vom fermentering og protein
fordejelighed var ogsa faldende ved oget koncentration af PT. Der var
ikke et stort skift i eddikesyre: propionsyre forholdet.
Pholorotanninkoncentrationer helt op til 500 microgram/ ml blev TGP
reduceret linezert. Koncentrationen af ammoniak blev ogsa reduceret
Ochrophyta (brun) Aberystwyth, UK 2 in vitro forseg. Forste in vitro forseg varede 96 timer Det forste forseg viste at kunne reducere GP 11% og metanogenesen 15 % 2015 | (Belanche
med vomsaft hentet fra 4 Holstein—Friesian keer. Et 15% per mg fermenteret OM. Forseg 2 viste at protozo aktiviteten
forseg hvor der blev tilsat 500 mg DM af en basal dizt blev reduceredet ved en minimums dosis pa 1 g/L"! af 4.nodosum.
mix, som bestod af alfalfa (300 g/ kg™), greshe (200 g/ Ved en dosis pa 2 g/ L', blev protozoer aktiviteten reduceret 23 %.
kg!), byg(300g/ kg™), majs(120 g/ kg™'), sojabenne
mel(77 g/ kg') og mineral. Vitamin pre mix (3 g/ kg™).
A.nodosum blev tilsat som additiv i doserne 0 (kontrol),
0.5, 1 og 2 g/L"!. Det andet forseg blev der tilsat
forskellige bakterier i vomvaesken, hvor indholdet af
protozoer blev mélt for og efter forsoget.
Ochrophyta (brun) Portugal In vitro 24 timer med Laminaria Ochroleuca tilsat ved en | Med majsensilage forogede denne tangart metan produktionen. ogede 14 % 2016 | (Maia et al
dosis pa 0 % (kontrol) eller en dosis pa 25 % af inkuberet | Sammen med enghe var der ingen @ndring af metan produktionen.
DM sammen med enten eng he eller majs ensilage, sa der | Den totale VFA produktion blev reduceret 10 %, og gas produktionen
ialt var 250 mg DM. Vomvasken var indsamlet fra 2 @ndrede sig ikke med majsensilage som basalsubstrat.
holstein keer der ikke var dragtige.
Ochrophyta (brun) Aberystwyth, UK Phlorotanniner In vitro forseg, hvor vomsaft var hentet fra 4 Holstein— Har ikke nogen antimikrobiel virkning i vommen, far pH til at falde 5,50 % 2015 | (Belanche
Friesian keer. Et forseg hvor der blev tilsat 500 mg DM af | og koncentrationen af forgenende VFA til at falde. Derudover
en basal dizt mix, som bestod af alfalfa (300 g/kg™), pavirkede den ikke protozoernes aktivitet
graesho (200 g/kg™), byg (300g/ kg!), majs (120 g/kg™),
sojabenne mel (77 g/kg™!) og mineral. Vitamin pree mix (3
g/ kg"). A.nodosum blev tilsat som additiv i doserne 0
(Kontrol), 0.5, 1 og 2 g/L"". Det andet forseg blev der
tilsat forskellige bakterier i vomvasken, hvor indholdet af
protozoer blev malt for og efter forseget.
Ochrophyta (brun) Nordlige breddergrader In vitro-gasproduktionsteknikken med sukkerroemasse Reduktion af metan pa 32 % nar EP900 var inkluderet med 32% 2017 | (Satessa et

(SBP) eller majskilage (MS) som basalfoder. SBP og MS
og BA blev blandet i et forhold pa 4: 1 eller 5: 1. Forseget

varede 48 timer

majsensilage. Reduktion af TGP med 18 % néar EP900 var inkuberet
med SBP og 18 % nar den var inkuberet med MS.




2dogonium Australien In vitro 72 timer, hvor vomsaft var indsamler fra nogle 2 % A.taxiformis og 25 % eller 50 % af Oedogonium var TGP 99 % 2015 | (Machado
stude. Der var brugt rhodes graes som basalfoder. reduceret 42 % og 59 % i forhold til kontrol. Med 2% dosis af
Derudover blev kombinationerne af A.taxiformis (0 % A.taxiformis og 25% eller 50 % Oedogonium blev den totale VFA
eller 2 %) og Oedogonium [(0%, Lav (25 % OM) og Hej | produktion reduceret henholsvis 19,6 % og 40 % i forhold til
(50 % OM)] og udgjorde dermed 6 forskellige kontrollen. Ingen signifikant interaktion/vekselvirkning mellem dosis
behandlinger. Rhodes gras udgjorde den resterende % af Oedogonium og tils@tning af A.taxiformis i forhold til
OM der kraeves for at opna 1g OM inkuberet. fordejelighed eller VFA produktion. Tilsatningen af 2 % A.taxiformis
individuelt eller i kombination med Oedogonium reducerede
produktionen af metan signifikant med over 99 % uathangigt af
Oedogonium
egrader
ndrus Canada - Prince Edward In vitro med kontinuerlig kultur fermentation, hvor den Der var ingen forskel pa produktionen af metan, nar IM og FF var 16 % 2015 | (Kinley &
a Island totale mix af foderration blev tilfert to gange dagligt i et givet individuelt. pH var den samme for alle behandlinger. Der var
interval pa 12 timer. Vomsaften blev hentet fra fem ingen signifikant forskel pa produktionen af VFA i forhold til
lakterende Holstein keer. Fermenteringen varede 5 dage. kontroguppen. Der var ingen effekt pa fordejeligheden eller passage
Der blev undersseogt hvad der skete, nar der blev givet hastighed for hverken FF, IM eller SHW eller imellem disse.
Chodrus chrispus (IM) og Furcellaria (FF) hver for sig og | Konklusion: Der er ingen negativ effekt ved at fodre ved med North
nar mixet sammen med laminaria longicruris til en Atlantic SHW
blanding kaldet shoreweed (SHW). Der er en lige stor
andel af de 3 forskellige tangarter i shoreweed. Med med
0,28 g d”! blev metan reduceret med 16 %
' kaldet Nordlige breddergrader In vitro-gasproduktionsteknikken med SBP eller MS som | Viste ikke sa stor reduktion af metan eller TGP som EP900 gjorde 2017 | (Satessa et
basalfoder. SBP eller MS og OFS blev blandet i et forhold
pé 4: 1 eller 5: 1. Forseget varede 48 timer
Type tang Omrade Bioaktive stoffer Metode (alle forsoeg er med vomsaft fra keer eller far Resultat og effekt af bioaktivt stof. % metan Arstal Kilde
medmindre andet er angivet) reduceret
Rhodophyta (red) Australien Bromoform og dibromochloromethane | In vivo forseg med far. Farene fik tilfeeldigt tildelt 1 af 5 Farene der blev fodret med 2 % eller 3 % A.taxiformis kunne ikke 50-80 % 2018 | (Lietal., 2

behandlinger, hvor der er 5 far per A.taxiformis inklusion
og 4 far fodres med kontrol dizt (n = 29). Forsegslangden
er 72 dage. Metan produktionen blev malt i et
respirationskammer hver 21 dag. Basalfoderet bestod af
en kommerciel pelleteret ration (16 % lupinfre, 8%
havrekorn, 8 % bygkorn, 8 % hvedekorn, 17 %
havreskrog, 40 % kornstra, 1,4 % calciumhydroxid, 1 %
CSIRO-pellet- blanding, 0,3 % salt og 0,3 % gips). Der
blev ogsa indsamlet vomsaft, vavsprever og blodprever

fra hvert dvr 2 timer efter fodrino

altid optage det hele, men fér der fik under 1 % A.taxiformis fik
optaget det hele. Inklusioner af A.taxiformis resulterede i et fald i
eddikesyre andelen og fald i total VFA-koncentration samt en
stigning i propionat koncentration sammenlignet med kontroldyr. Der
blev observeret nogle uenskede forandringer i slimhinden i vommen,

netmaven og bladmaven: Hydropisk degeneration
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Forsogene i tabellen er nesten alle udfert som in vitro forseg, hvor den overordnede
fremgangsméade har varet den samme. Man har indsamlet vomveaske for at simulere dyrets
fordejelseskanal, og herefter tilfojet forskellige substrater, for at undersege deres gas- og
metanproduktion. Dette overordnede princip gjorde sig ogsd geldende for det forseg, vi
observerede pd Kebenhavns Universitet (Nielsen et al., 2017), og er uddybet i bilag 2.

Vi har ogsé et enkelt in vivo forseg med i tabel 1. Dette in vivo forseg gik ud pd, at man testede et

tangpraparat af, hvor man bestemte dets effekt pd metanproduktion i levende dyr.

Der kan vere forskellige fordele og ulemper ved at bruge henholdsvis in vivo og in vitro metoder.
In vitro metoden har den fordel, at den er billigere at lave end in vivo metoden, og at det er en god
metode at starte ud med som indikator for, om produktet overhovedet virker. Derudover kan man
ved denne metode ogsé teste stoffer, som man ikke har fiet tilladelse til at teste pa levende dyr. En
ulempe, der kan vere ved in vitro metoden, er, at det er et lukket system uden nogen passage af
foder ud af flaskerne, imens der i in vivo forseg er en kontinuerlig passage ud af vommen. In vitro
metoden tager derfor heller ikke hensyn til fodermidlernes varierende passagehastighed igennem
vommen, hvilket kan vare med til pavirke nogle afvigelser mellem in vivo og in vitro forseg med

samme behandling (Chwaligbog, 2006a).

Nér man finder en markant reduktion af metan i et in vitro forseg, sd vil det vere et tegn pa, at der
kan vere noget interessant at hente i den tangart, og som kan berettige til, at man forseger sig med
at lave et in vivo forseg. Selvom man far et godt resultat i forhold til at reducere metan i et in vitro
forseg med vomvaske, garanterer det dog ikke, at de samme behandlinger vil have samme effekter
in vivo. Ved in vivo forseg er fordelen, at man kan man fa noget mere kvalitativt data, som dog er
lidt dyrt at udfere. Dette er dog nedvendigt for at se, om produktet har samme effekt i in vivo som i
in vitro. Derudover kan man samtidig undersege, hvordan produktet kan péavirke dyrets sundhed og

produktivitet (Yanez-Ruiz ef al., 2016.).

Resultaterne for vores in vitro forseg i tabel 1 er svaere at sammenligne pga. forskellige doseringer,

forskellig kemiske sammensatninger af test substans, basis diet eller kombination af forskellige
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foderstoffer (Yafnez-Ruiz ef al., 2016). Metanproduktionen kan ogsd afthange af, hvilke donordyr
der bruges til at opsamle vomvaske, og derudover kan tilpasning af mikroorganismer, nir de skal
introduceres til systemet, ogsa have en betydning for den endelige metanproduktion (Yafiez-Ruiz et

al., 2016).

Som man kan se i tabel 1, har vi resultater fra 29 forskellige forseg, som er lavet i forskellige

laboratorier verden over.

I tabel 1 kan man se, at tangarterne A. faxiformis og Dictyota er fundet 1 tropiske og subtropiske
omrader 1 Australien. De er nogle af de tangarter, der har vist de bedste resultater i forhold til at
reducere metanogenesen (jf. tabel 1). Her viste radalgen A. taxiformis sig til at veere sarlig effektiv
til reducere metan ved meget lave doseringer. Flere af forsegene viste, at ved en dosis pd 2 %
organisk stof (OM) af foderet kunne metanproduktionen reduceres mellem 96 % - 100 % (Kinley
et al 2016a; Kinley et al 2016b; Machado et al. 2015). Her blev der i alle forseg brugt rhodes graes

som basal substrat.

I forseget med Machedo et al. (2015) var der dog allerede en stor reduktion af metan ved 1 % OM
af foderet pa 84,7%, hvor der i forseget med Kinley er al, (2016a) var en minimal effekt pa
metanproduktionen ved en dosis pa 1 % OM af foderet. Dette kan skyldes, at der i forseget med
Kinley et al., (2016a) blev brugt en hgjere kvalitet af rhodes gres, end der blev brugt i Machado et
al., 2016.

Grovfoder af hoj kvalitet har et lavere indhold af cellulose, hemicellulose og lignin
(NDF) end grovfoder af lav kvalitet. Forsog har vist at grovfoder af lav kvalitet producere mere
metan end det af hej kvalitet (Knapp er al., 2014). Det kunne derfor tyde pd, at kvaliteten af foderet

kan pavirke fermenterings responsen af A. taxiformis.

Udover at denne tangart viste gode resultater 1 forhold til at reducere metanogenesen 1 in vitro
forseg, har den ogsd i et in vivo forseg med far vist at kunne reducere metanogenesen op til 80 %
ved en dosis pa 2 % - 3 % OM (Li et al., 2016). Det var forskelligt, hvor gode firene var til at
optage den dosis af A. faxiformis, de fik med foderet. Dette betyder, at det kan variere, hvilken
dosis, som var optimal for det individuelle dyr. Derudover har det vist sig, at keer kan producere

mere metan per nedbrudt OM sammenlignet med far (Bueno et al., 2015), hvilket ogsa kan vare en
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forklaring pa in vivo og in vitro forsegets forskellige resultater. In vitro forseget viste, som tidligere
navnt, et lukket system, uden passage af fodermidler, hvilket ikke gor sig geldende i in vivo

forseget, og dette kan ogsé have haft en betydning for de forskellige resultater.

Som tidligere navnt i afsnit “3.5 Bromoform og bromochlorometan”, viste BF og diBCM , i 4.
taxiformis at kunne pavirke slimhinderne i vommen og ophobe sig i kedet. Derfor er denne tangart
ikke relevant at kigge narmere, bl.a. fordi vokser 1 Australien, og derfor ikke er mulig at dyrke i
Danmark. Derudover indeholder den BF og diBCM, som man ikke ensker i humant konsum. Det
kunne dog vare interessant at finde en anden tangart med et bioaktivt stof, der minder om BCM, BF

eller diBCM i dens made at inhibere den enzymatiske vej i metanogenesen.

Brunalgen Dictyota viste sig at kunne reducere metanproduktionen med 92,2 %, hvor der var 1 g
flinders graes og 0,2 g tang (Machado et al., 2014 ). Denne blev mélt op imod en kontrolgruppe med
1 g flindersgrees og 0,2 g afskallet bomuldsfre. Tangarten kan producere en bred vifte af sekundaere
metabolitter, men producerer ise@r store mengder af de bioaktive stoffer isoprenoider (terpener)
(Machado et al., 2014 ). Det tyder pa, at dette bioaktive stof ogsd i hej grad var effektivt til at
reducere metan, men kan ikke dyrkes i Danmark, da de vokser naturligt i de tropiske og subtropiske

egne i Australien (jf. Tabel 1).

Ud fra tabel 1 har in vitro forseg med tangarter fra de tropiske og subtropiske egne i Australien
generelt vist sig at vaere de mest effektive tangarter til at reducere metan. Det kunne derfor tyde pa,
at klimaet kunne have en betydning for, hvor stor en effekt de har pé inhibering af metanogenesen,
og for hvilke typer af bioaktive stoffer tangarterne indeholder. Ud fra tabel 1 er der kun fundet det
bioaktive stof BCM 1 redalgerne A. taxiformis og A. armata, som findes i det tropiske og

subtropiske klima i Australien.

De tangarterter, der vokser i tempereret omrader, har ikke vist sig at vaere lige sé effektive til at
reducere metan, som dem i tropiske og subtropiske omrader som ses i tabel 1. De har vist at kunne
reducere metan mellem 5,5 % (Laminaria digitata) og 38,20 % (Gracilaria vermiculophylla).

Tabel 1 viser, at brunalgen A. nodosum viste sig at kunne reducere metanproduktionen 15 % per mg
fermenteret OM med en dosis pa 2 g/ L'(Belanche et al., 2015). Denne reduktion kan skyldes nogle

af de bioaktive stoffer, der blev fundet i denne tangart, som bl.a. kan inkludere phlorotanniner,
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alginate, mannitol, laminarin og fucoidan (Wang et al., 2008; Makkar et al., 2016). A.nodosum
kunne derfor vaere interessant at kigge naermere pd, da denne vil vere mulig at dyrke i tempereret

omrader, herunder Danmark.

Tabel 1 viser et forsog pa Kebenhavns Universitet af Satessa et al., (2017), hvor 3 ukendte
produkter med tang arter fra de nordlige breddegrader blev underseggt. Disse inkluderer en specifik
brunalge (BA) og et blandingsprodukt bestdende af forskellige ukendte tangarter fra Oceanfeed™
Swine (OFS). Heraf viste BA det bedste resultat, da den viste sig at kunne reducere
metanproduktionen med op til 32 % i kombination med majsensilage (MS), samt TGP blev
reduceret med 21 % og 18 % i1 kombination med sukkerroe pulp (SBP) og MS. Derudover blev
torstof nedbrydningen ikke pévirket. Dette tangprodukt viser derfor godt potentiale, da den bade vil
kunne dyrkes i Danmark og derudover vil kunne reducere metanproduktionen med nasten Y5,
hvilket kan vere et godt skridt pd vejen til at opfylde EU’s malsatninger, herunder Danmarks
forpligtelser om at reducere udslippet af drivhusgasser med 40% inden 2030 i forhold til 1990
niveauerne (Kristensen & Lund., 2011). Men da in vitro forseg, som tidligere navnt, mere bruges
som en screening af, hvilke tangarter der har potentiale til at reducere metan og ikke er et direkte
resultat af, hvordan disse produkter pracis vil virke inde i vommen pa en ko, vil der vare brug for

at lave nogle in vivo forsegg, hvor produktet kan afproves.

3.10 Resultater over TGP produktion med tempererede algearter (EP900 og OFS)

Vi har faet nogle nyere resultater over samme forsegg, der blev udfert af Satessa et al., (2017), da vi
fik muligheden til at vaere med til at observere et opfelgende forseg. Forseget undersggte, hvordan
bl.a. brunalgen EP900 og den kommercielle blanding af tang OFS pédvirkede TGP og herunder
metandannelsen ved fermentering af sukkerroe pulp (SBP) og majsensilage (MS) over 48 timer
(Nielsen et al., 2017). For at finde ud af om, der forekommer en reduktion i TGP produktionen
under forsegget har vi opstillet en nulhypotese, som er : Der er ingen forskel i TGP produktionen ved
inkubation af EP900 og MS. Alternativhypotesen siger: Der er forskel i TGP produktionen ved
inkubation af EP900 og MS. Satessa et al., (2017) fandt med EP900 en reduktion af TGP pa 21 %
og 18 % med inddragelse af tangprodukterne i hhv. SBP og MS. Ud fra den data vi har féet fra
Keabenhavns Universitet, opstiller vi en T-test mellem EP900 og MS, og dette giver en p-verdi pa

0,0276, hvilket betyder, at nulhypotesen kan afvises pd et 5 % signifikansniveau, og alternativ
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hypotesen ma godtages. Herefter lavede vi en T-test mellem MS-EP900 og MS, og dette gav en p-
veerdi pa 0,7997, hvilket betyder, at vi ikke kan afvise vores nulhypotesen. Dette resultat

giver ikke samme resultat som det tidligere forseg med brunalgen EP900, der viste en TGP
reduktion pd 18 % (Satessa et al., 2017).
Som ses ud fra figur 3.3, er kurven for
SBP-OFS over det rene produkt SBP.
Dette betyder altséd, at TGP er steget med
inklusion af OFS 1 SBP.

g 5)

otal gas produbtion

Afslutningsvist kan det konkluderes, at

Inkubanons b [Bmer)

de renc tangarter viser en signifikant Figur 3.2: TGP produktion af rene produkter

reduktion 1 TGP under forgering.
Ydermere kan man se, at EP900 nedsatte
TGP produktionen ved inklusion i SBP,
mens der ikke var nogen signifikant @ j

effekt af tilsetning til MS. I det tidligere

forseg blev det dog pavist, at der var en

reduktion 1 TGP med netop disse T : . s s = = = =
kombinationer, hvilket leder op til, at det

) ) Figur 3.3: TGP produktion af rene produkter samt
ville vere en god ide at undersege med

L ) inddragelse af tangprodukter i SBP og MS
flere in vitro forseg, da der er mulighed
for forskellige fejlkilder under forsoget
(Satessa et al., 2017). Dog skal der tages hejde for, at disse resultater er over TGP og ikke reduktion

1 metandannelsen.

3.11 Resultater over metanproduktion med tempererede algearter (EP900 og OFS)

Tabel 2: Procentvis @&ndring af

metanproduktionen ved tils@tning

MS SBP

OFS 5,8% -0,5%

EP%00 13,7 % 21,5 %
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producerer metan. Dette er i overensstemmelse med
vores forventninger, da det ogsd er pavist i et

tidligere in vitro forseg (Satessa et al., 2017). Det
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ses derimod,

producerer metan, ogsd som forventet. Ydermere

ses det, at SBP producerer en smule mindre metan

end MS.

I et tidligere forseg af Satessa et al., (2017) viste |

EP900 at kunne reducere metan med 32 %, nar
den var inkuberet med MS. Figur 3.5 viser
derfor et bemarkelsesvardigt resultat, da man
forventer, at EP900  skulle nedsatte
produktionen af metan ved fermenteringen af
MS og ikke stimulere dannelsen af metan.

Derudover kan man se, ud fra figur 3.3, at

EP900 ikke producerer metan som rent produkt,

og MS producerer mest metan. Derfor giver det

ikke umiddelbart logisk mening, at resultatet i

figur 3.5 viser, at MS+EP900 har stimuleret
metanproduktionen. Det leder derfor op til en
overvejelse omkring hvorvidt, der skulle veret
sket en ombytning pa flaskerne for MS og
MS+EP900. Det kunne ogsé forklare, hvorfor
der 1 tabel 2 er en stigning 1 metandannelsen ved
inkubering af OFS og EP900 i MS. Pa baggrund
af disse forsegsresultater ma man konkludere, at
det er nedvendigt at kere forseget flere gange
for klargere, hvilken effekt £EP900 og OFS har

pa fermenteringen af fodermidlet MS.

at fodermidlerne MS og SBP
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De eneste resultater, som vi vurderer, har en kvalitet, der gor dem brugbare, er resultaterne fra figur
3.4. Her ses det, at ndr EP900 er inkuberet med SBP, reducerer det metan. Det ses ydermere, at nar
OFS er inkuberet i SBP er der ikke sket en signifikant a&ndring. Begge disse resultater var i
overensstemmelse med vores forventninger, da det er samme tendenser som 1 tidligere forseg
(Satessa et al., 2017). Det er derfor sarligt vigtigt at vere opmerksom pa, at EP900 ved
fermenteringen af SBP nedsatter produktionen af metan, hvor det samme ikke kan konkluderes lige

sa entydigt for benyttelsen af OFS. Disse konklusioner kan ogsa drages fra tabel 2.

3.12 Hvordan pavirker reduktion af metan koens produktivitet?

A. nodosum er, som tidligere beskrevet i afsnit “3.9, resultater fra in vitro og in vivo forseg verden
over” haft en reducerende effekt pa dannelsen af TGP og metan i in vitro fermenteringsforseg med
vomvaske efter 24 timers inkubation (Wang et al., 2008). Ydermere kan 4. nodusum dyrkes i
tempereret omrader, hvilket gor denne tangart ekstra interessant at kigge nermere pa, eftersom

vores hypotese er netop at eftersgger en tangart, der kan dyrkes pa de nordlige breddegrader.

Forseg, hvor der er inkluderet 4. nodosum 1 foderrationen til forskellige drevtyggere, har pavist
nogle forskellige resultater. Disse resultater er relevante i vurderingen omkring, hvorvidt der skal
bruges den respektive tangart til at reducere den enteriske metandannelse. Disse resultater vil

nedenfor blive belyst.

Chaves Lopez et al., (2016) udferte et forsog med keer, der blev fodret med 4. nodosum. A.
Nodosum blev 1 dette forseg brugt som erstatning for de normale energi- og proteinkilder. Dette
blev derfor givet i storre doser (100 g. 4. nodosum om dagen) end dem, som blev givet i in vitro
forsegene, da formalet her var at bruge det som fodertilskud frem for at reducere metandannelsen.
A. nodosum viste sig 1 dette forseg at kunne have nogle positive effekter pd malkeproduktionen,
idet benyttelsen af A. nodosum, som foder gav en bedre malkehygiejne og bidrog til et hgjere
indhold af jod i ma&lken. Det hgjere jodindhold kunne vere fordelagtig i problematikken omkring,
at jodmangel er et folkesundhedsproblem i flere forskellige lande (Chaves Lopez et al., 2016).
Afslutningsvist er det veerd at bemarke, at hvis der reduceres metan med A4. nodosum, som
Belanche et al., (2015) viste, vil man samtidig kunne pavirke malkehygiejne og jodindholdet
positivt, hvilket alt andet end lige vil vare fordelagtigt.
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Det viste sig dog i et andet forseg med keer, at jodindholdet i melken kunne blive sé hgj, at det
kunne tilneerme sig graenseveardierne for en toksisk effekt pA mennesker og sarligt born (Antaya et
al., 2015). Dette forekom ved, en tildelingen af A. nodosum, i doserne 57 g/dag, 114 g/dag og 170
g/dag. Hverken malkeydelsen eller malkens sammensatning (fedt, protein, laktose og urea) blev

aendret ved at tilfore 4. nodosum 1 dette forseg (Antaya et al., 2015).

Forseget med Caroprese et al., (2016) viste ogsd, at A. nodosum, med en dosis pa 25 g/dag, ikke
havde nogen effekt pd melkeydelsen, og desuden heller ikke pé fedtindholdet i meelken.

Braden et al., (2007) udforte et forseg med keer, hvor 2 % af foderets DM bestod af 4.nodosum, og
basis foderet bestod af en majsbaserede diet med 78 % dampvalset majs, 5 % bomuldsfreskrog, 6
% lucernehg, 2 % oksekads talg, 4 % melasse og 5 % torstof tilskud. Forseget viste, at keer fodret
med A.nodosum havde en hgjere marbling score. Derudover var der en hgjere grad af frisk “red
oksekadsfarve”, som er i overensstemmelse med forbrugernes eftersporgsel, samt at kedet havde en
bedre holdbarhed. Ovenstdende bivirkninger blev ogsa fundet i Montgomery et al., (2001), hvor
koer gik pé graes, der var drysset med 4. nodosum 3,4 kg per hektar.

Derudover kunne det ogsa tyde pa, at A. nodusum kan ege fodevaresikkerheden, da den i flere
forsog med keer, som blev tildelt A. nodosum som 2 % af foderet mindst to uger for

slagtning, viste sig at kunne heemme E. coli hos keer (Bach et al., 2008; Braden et al., 2004).

A.taxiformis viste sig, som n&vnt 1 “3.9 Resultater fra in vitro og in vivo forseg verden over” at
veaere effektiv til at reducere metan, men den har vist sig at have forskellige komplikationer 1 forhold
til at skulle bruge denne til humant konsum. De bioaktive stoffer BF og BCM, som findes i denne
tangart, viste sig at kunne ophobe sig i kad og er nu blev forbudt at bruge i Australien og viste sig
derudover ogsé at kunne skade vomepitelet hos lam. Derfor ma vi, selvom denne tangart viste stort

potentiale, afskrive at bruge denne tangart som additiv til at reducere metan.

Det har derudover 1 et forseg med geder vist sig, at mikroorganismerne kan tilpasse sig en dizet med
tang (Makkar et al., 2016). Derfor kunne man forestille sig, at hvis man kan finde en tangart, der er
god til at reducere metan, kan dyret over tid tilpasse sig til en bedre foderudnyttelse og dermed oge

produktiviteten. Hvis mikroorganismerne kan tilpasse sig den kontinuerlige fodring med tang, kan
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dette influere pd vommikrofloraen, hvilket har en endnu uklar virkning pd antimetanogenernes
aktivitet af det pageldende tang eller bioaktive stoffer. Dette kunne derfor vare interessant at
studere naermere, da enskescenariet ville vare, at effekten blev sterre og sterre, og der dermed
kommer mindre metan. Der skal naturligvis ogsa tages hejde for, at reaktionen kan ga den modsatte
vej, og de venner sig til foderet og producerer samme meangde metan som ved en normal

fodersammensetning efter noget tid.

Tang kan, som navnt tidligere 1 afsnit ” 3.8 Tungmetaller” ogsa indeholde forskellige mineraler og
tungmetaller, som f.eks. arsen, zink, mangan, kvikselv bly, jod og brom (Holdt & Kraan, 2011,
Machado et al., 2016). Disse kan optages fra havet eller spildevand og dermed vare med til at rense
vandet for disse stoffer (Holdt & Kraan, 2011). Dette skal man tage hejde for, hvis man skal bruge
disse tangarter i fodevareindustrien, da nogle af disse stoffer kan vare toksiske 1 for store mengder
og dermed have den effekt, at de kan ophobe sig i produkter, som. BCM f.eks. har vist sig at gere i

kad, som er uddybet i afsnit “3.5 Bromoform og bromochlorometan™ .

3.13 Delkonklusion

Béde BF, BCM, PT og terpener har vist sig at veere mulige kilder til at hemme metanproduktionen
markant. 1 A.taxiformis findes der BF, hvor man observerede nogle uenskede forandringer i
vomvaggen hos fir (Li ef al., 2016) samt det ozonnedbrydende effekt, og det er derfor blevet
forbudt at bruge A.taxiformis 1 Australien (Tomkins ef al., 2009). Der mangler in vivo forseg med
flere tangarter for at se, om der er andre bioaktive stoffer, der har en negativ effekt pa dyrets
sundhed. Derudover virker det til, at de klimatiske betingelser kan have en betydning for, hvor
effektive tangarterne er til er reducere TGP, metan og dets indhold af bioaktive stoffer.
Forsegsresultaterne fra Kebenhavns Universitet viser ikke de resultater, vi forventede, hvilket gor,

at man burde kere forsgget flere gange for at kunne konkludere noget endeligt om EP900 og OFS.

4. Baeredygtighed

Der er en stigende efterspergsel pa afgrade jord ville en produktion af tang 1 havet til kvaeg kunne
medferer et mere baredygtigt husdyrproduktion. I felgende afsnit vil vi have fokus pa, hvilke
fordele og ulemper der vil vaere ved at dyrke tang 1 havet og hvilke problemer der kan opsté i

forbindelse med dette.
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4.1 Fordele og ulemper ved at dyrke tang i havet

71% af jordens overflade er dekket med vand, og hvis vi kunne bruge nogle af havets uudnyttede
ressourcer, som eksempelvis tang, ville vi kunne spare plads pa noget af den afgrede jord der i
forvejen er stor efterspergsel pa (Det Europaiske Miljeagentur, 2018). Derudover er det danske
havareal 2,5 gange storre end det danske landareal, hvilket potentielt vil kunne betyde, at hvis vi
formdr at udnytte dette omréde til at dyrke afgroder, vil vores areal til dette kunne udvides markant
(Ministeriet for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri, 2010).

Ydermere vil det “vagtlose” tang kunne vokse i flere meters hgjde, hvorimod afgreder péd jorden
gennemsnitligt bliver under 1 meter hegje (Ministeriet for Foedevarer, Landbrug og Fiskeri, 2010).
Dette vil betyde at man vil kunne fa et storre udbytte per hektar, ssmmenlignet med det udbytte
man kan fa pd per hektar pa afgrede jord. P4 den made vil man kunne udnytte Danmarks areal
bedre. Yderligere bidrager transportsektoren med 22 % af Danmarks drivhusgasudledning (Illerup
et al., 2007) og vi ville kunne spare pd havtransporten langvejs fra, hvis man kan dyrke afgroder til
foder og humant konsum inden for eget neromrade. Hvis vi kan spare pa importen af afgreder fra
andre dele af verden, vil dyrkning af tang kunne medfere en mere baeredygtig produktion.
Derudover er nogle af fordelene ved at dyrke tang er, at man ikke behever at bruge vand til
kunstvanding og algerne kan udnytte solens energi bedre end landplanter og giver derfor et storre

udbytte per areal(Bruhn ef al., 2010).

Tang kan ogsé bruges som et slags rensningsanlaeg af havet. Ved produktion af fisk i havbrug gar
der en masse n@ringssalte tabt, som stammer fra fiskenes ekskretionsprodukter, fordi fiskene ikke
har kunne absorbere alle neringsstoffer fra foderet. Disse eksretionsprodukter kan man ikke
opsamle direkte med rensningsforanstaltninger eller filtre. I den forbindelse har man brugt blandt
andet tang, som skal virke som filtrator til at opsamle overskydende opleste naringssalte og det
indbygges i deres vaev efterhdnden som de vokser (Nielsen et al., 2015). Nar man s hoster tangen
kan man pa den méade genbruge neringssaltene og recirkulere det som foder additiv til eksempelvis
kvaegproduktion. En ulempe ved dette kan vare at tang kan optage eventuelle medicinrester som er
anvendt 1 fiskeproduktionen og det kan medferer nogle restriktioner for den efterfolgende

anvendelse af tangen (Nielsen ef al., 2015).

Der kan muligvis ogséd vare nogle negative effekter ved at dyrke tang. Herunder kan navnes, at der

kan blive skabt nerings begraensninger i det omrade tangen dyrkes, som kan have konsekvenser
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dels produktionen og kvaliteten af tangen, men ogsa for balancen i det naturlige ekosystem i
omradet(Bruhn et al., 2010). Derudover kan lgsrevne algefrakmenter, samle sig pa bunden og lave
iltsvind, eller skygge for den naturlige flora pa havbunden. Sidst men ikke mindst kan de muligvis

ogsa skabe gene for forskellige havpattedyr, skibstrafik og fiskeri(Bruhn et al., 2010).

4.2 Delkonklusion

Hvis vi dyrker tang 1 havet til vil det kunne gere konkurrencen om afgredejord mellem kvag og
mennesker mindre. Derudover er det en miljovenlig afgrade, da den er mulig at bruge til at filtrere
naeringsstoffer fra f.eks. produktion af fisk 1 havbrug. En negativ ved effekt ved at dyrke tang, er at
de muligvis kan edelegge nogle af de naturlige okosystemer, og skabe gene for havpattedyr,

skibstrafik og fiskeri

5. Diskussion

Formalet med projektet er at gennemga det eksisterende viden der er omkring forskellige tangarter
og deres evne til muligvis at kunne reducere den enteriske dannelse af metan. I denne kontekst er
hypotesen: “Bioaktive stoffer i tang, som kan dyrkes pa nordlige breddegrader, kan reducere den
enteriske dannelse af metan hos kveg” testet. De forrige kapitler var med til at beskrive, hvordan
metan dannes i vommen. Muligheden 1 at anvende tang blev undersogt pa baggrund af den tidligere
opndede viden om, at det indeholder nogle serlige bioaktive stoffer, som kan reducere metan
dannelsen. Det folgende kapitel vil derfor vaere en diskussion af de resultater, som er opnéet fra

dette litteraturstudie.

5.1 Reduktion af den enteriske dannelse af metan

Gennem et litteraturstudium har vi fundet ud af, at andelen af grovfoder og kraftfoder i
foderrationen kan influere, hvor meget enterisk metan der dannes, hvilket er uddybet i kapitel “2.
Fermenteringsprocesser i vommen”. Ved en stor tildeling af grovfoder, vil der dannes en storre
andel af eddikesyre, som medferer dannelse af brint, der kan bruges som substrat for
metanogenerne, hvilket medferer mere metan. Omvendt vil en sterre tildeling af kraftfoder,

medfere en storre produktion af propionsyre, hvilket medferer et forbrug af brint.

I vores studie er der fokus pa anvendelse tang, da nogle tangarter har serlige bioaktive stoffer, som

viser sig at kunne reducere den enteriske dannelse af metan, uden at det nedvendigvis pavirker
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foderudnyttelsen (Belanche et al., 2015; Kinley et al., 2016a, Satessa et al., 2017). Ud fra tabel 1
fandt vi ud af, at det bioaktive stof BF kan findes i redalgen A. faxiformis, og phlorotanniner samt
terpener, kan findes i brunalger. Det at tang indeholder nogle bioaktive stoffer, som kan reducere
metan dannelsen er en interessant faktor, da vi har forpligtet os til at reducere emissionen af
drivhusgasser med 40% inden 2030 i forhold til 1990 niveauerne (Kristensen & Lund., 2011). Det
er dog verd at tage med, at nogle af disse bioaktive stoffer ogsa kan have en negativ effekt pa bl.a.
vomepitelet samt medfere uonskede koncentrationer af tungmetaller i produkter til humant konsum,

hvilket er uddybet i kapitel “3. Tang og dets bioaktive stoffer”.

Der er endnu ikke fundet nogen tangart pa de nordlige breddegrader, som kan reducere metan 100%
uden at pavirke foderudnyttelsen. Mindre reduktioner af metan er dog ogsa enskeligt at finde,
herunder kunne tangarterne: A.nodosum, Gracilaria vermiculophylla, Gigartina sp samt brunalgen
EP900 vere serlige interessante at kigge yderligere pa, da disse ogséd vil kunne dyrkes pa vores

breddegrader.

Yderligere har man fundet ud af i et forseg, hvor man fodrede geder med tang, at
mikroorganismerne i vommen kan tilpasse sig den kontinuerlige fodring med tang. Man kunne
forestille sig, at hvis man finder en tangart, der kan reducere metan dannelsen, vil foderudnyttelsen
blive bedre med tiden, men dette kan muligvis ogsd kan have en negativ effekt pa

antimetanogenernes aktivitet (Makkar et al., 2016).

Dieten er ikke den eneste parameter, som er mulig at @ndre pa for at reducere metan emissionen.
Som tidligere nevnt 1 kapitel “2. Fermenteringsprocesser 1 vommen” vil man kunne reducere den
samlede emission af metan ved at gere malkeproduktionen mere effektiv med faerre dyr (Aaes et

al., 2003).

5.2 Tangarter

I dette litteraturstudie har vi ud fra tabel 1 i kapitlet “3. Tang og dets bioaktive stoffer “ fundet ud
af at tangarter 1 tropiske egne har vist sig at vaere serlig effektive til at reducere metan. Det kunne
derfor vaere interessant at undersgge om klimaet kunne have en betydning for, hvor effektive de
forskellige tangarter er til at reducere den enteriske metandannelse. Visse tropiske arter, herunder 4.

taxiformis og Dictyota, viste sig nesten at kunne eliminere metan dannelse in vitro (Machado ef al.,
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2014; Machado et al., 2015; Maia et al., 2016; Paul et al 2006; Kinley et al., 2016a; Kinley et al.,
2016b) fuldsteendig. Dette tyder derfor pé, at tang og dets bioaktive stoffer kunne vere en mulig
losning til at eliminere metan. Dog har A.taxiformis vist vare at have nogle negative effekter pa
dyret, som betyder, at det ikke kan bruges til humant konsum, som er beskrevet yderligere i kapitel

“3. Tang og dets bioaktive stoffer «.

Tangarter fra tempererede omrader har 1 nogle in vitro forseg vist sig ogsa at kunne reducere metan,
men dog ikke 1 lige s& hgj grad som dem fundet 1 tropiske omrader. De tempereret tangarter, som
kan reducere metan, ville vaere serligt interessante at undersege narmere, da vi vil kunne dyrke
disse arter pa de nordlige breddegrader. Brunalgen EP900, OFS, Gracilaria vermiculophylla,
Gigartina sp og A. nodosum er herunder s&rlig interessante, da vi bade ved, at de kan dyrkes pd de
nordlige breddegrader og har derudover vist sig at reducere metan mellem 15-38 % (Satessa et al.,
2017; Maia et al., 2016; Belanche et al., 2015). Disse tangarter kunne vere interessante at
underspge nermere med nogle in vivo forseg. Her ville man kunne undersgge, om disse tangarter
giver samme resultater in vivo, som de ger in vitro, hvilket ikke altid er tilfeeldet (Yafiez-Ruiz ef al.,
2016). Derudover ville det vaere interessant at undersoge, hvilke bioaktive stoffer der findes i denne
tang, som pracist kan have denne antimetanogene effekt, eller om dette kan vare et multikausalt
sammenspil mellem flere forskellige stoffer, som medferer denne effekte. Ud fra vores viden er det
kun BF, som er blevet undersogt i dybden i forhold til at reducere metan, bade in vivo og in vitro.

Der begraenset viden om PT, da der ud fra vores viden kun er udarbejdet to in vitro forseg, der

omhandler denne tangart.

Der er endnu ikke lavet nogle forseg med isoprenoider eller terpener ekstraheret fra tang i forhold
til at reducere enterisk metandannelse. Derfor har vi baseret vores viden om terpener ud fra
terrestriske planter, da vi formoder, at disse ma have nogle af de samme egenskaber, som dem man
finder 1 tang. Dette kan dog medfere komplikationer, da deres effekt muligvis kan vere anderledes,
da disse planter lever under nogle helt anderledes betingelser end terrestriske planter gor. Derfor ber
disse stoffer, ekstraheret fra tang, underseges i nogle in vitro forseg med vomvaske, for man kan

konkludere noget endeligt om deres antimetanogene potens.

En anden fordel ved at anvende nogle af disse tangarter til at reducere metan er, at vi samtidig ville

kunne vare selvforsynende og ikke behovede at bruge braendstof péd at importere tang langvejs fra
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(Illerup et al., 2007). Dette vil kunne bidrage til en langt mere baeredygtig husdyrproduktion og
ville potentielt medfere en atkriminalisering af kvaeg. Derudover ville en produktion af afgreder i
havet frem for pé jorden medfere en mindsket konkurrence mellem dyr og mennesker om afgrode
jord. Der kan dog ogsa vere nogle ulemper ved at masseproducere tang. Herunder kan navnes
lokalt iltsvind, skygge for naturlig flora pa havbunden, narings begrensninger, der kan medfore
ubalance i1 naturlige ekosystemer og til sidst kan det muligvis ogsa skabe gene for forskellige

havpattedyr, skibstrafik og fiskeri (Bruhn et al., 2010). Dette er uddybet i “4. Baeredygtighed”.

5.3 Forsegsresultater

I forseget med Satessa et al.,(2017) viste EP900 at kunne reducere metan 32 % ved fermentering af
MS. Derimod viste resultatet fra de data, vi fik udleveret med samme forseg 1 2018, at MS+EP900
stimulerede metanproduktionen med 13,7 %, som kan ses i tabel 2 i afsnit “3./1 Resultater over
metanproduktion med tempererede algearter (EP900 og OFS)”. Derudover viste MS+OFS ogsa at
stimulere til en oget metandannelse sammenlignet med MS. Da vi testede OFS og EP900 sammen
med SBP, sd vi ingen signifikant @ndring ved tilfojelse af OFS. Ved tilsetning af EP900 blev

metanproduktionen reduceret ved fermentering af SBP med 21,5 %.

Da begge forsog burde vare udfert fuldstendigt identisk, og vi antager, at alle substrater har
identisk opbygning, mé& de forskellige resultater skyldes, at der er gdet noget galt under selve
forseget. Ud fra figur 3.5 afsnit “3.11 Resultater over metanproduktion med tempererede algearter
(EP900 og OFS)” kunne godt tyde pa, at der var byttet rundt pd flaskerne MS og MS+EP900. En
anden en mulighed er, at der kan vere fejl i méleinstrumenterne, herunder kan batterierne have en
signifikant indflydelse pa resultaterne. En vigtig faktor for at forsegets resultater bliver precise er,
at 1dget pa flaskerne er skruet helt tet, da vi har med gasarter at gore, som nemt vil kunne slippe ud.

Dermed sagt er det ogsé vigtigt, at gasposerne er helt taette.

Hvis de tilferte substrater derimod ikke er homogene, og evt. har en forskellig
koncentration/sammensatning af de forskellige bioaktive stoffer, kan dette ogsa have medfert de
forskellige reduktioner af metan. Derudover kan hesttidspunkt ogsé have en betydning for indholdet
af de forskellige komponenter i tangen og kan pa den made ogséd have en betydning for, hvor

effektiv reduktionen af metan er (Yénez-Ruiz et al., 2016).
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Vomvesken, der er brugt til forseget, kunne evt. ogsd have haft en betydning pga. anderledes pH
eller en anden sammensetning af de forskellige mikroorganismer. Dette kan have indflydelse for,
hvor effektivt substraterne nedbrydes og dermed ogsa for gas- og metanproduktionen (Yafiez-Ruiz

etal., 2016).

For endeligt at kunne klargere, hvor stor disse tangarters effekt er pd metan dannelsen, vil det vaere
nodvendigt at kere forsgget adskillige gange og pa den made fi mere data at konkludere ud fra.
Grundet at de to forseg viser sd forskellige resultater, er det interessant at vide, om en af de to

forseg kunne vere en eventuelt outlier.

Det er svart at have klare forventninger om, hvilke resultater man vil forvente i1 sédan forseg. Der
er endnu ikke lavet mange forseg med tang i forhold til at reducere metan, og nogle tangarter har
vist sig at kunne gge metan produktionen (Maia et al., 2016) og andre kan reducere den (Machado
et al., 2015; Machedo et al 2014; Belanche et al., 2016 ). Dog har nogle tangarter, herunder
Asparagopsis taxiformis, vist nogle rigtig gode resultater, og man vil derfor forvente, at der vil vaere
andre tangarter, som endnu er uopdaget, der ma kunne vise lignende resultater. Dog forhabentlig
uden bioaktive stoffer, som f.eks. BF, der viste sig at have nogle forskellige negative effekter (Li et
al., 2016). Metoden 1 dette forsag (Satessa et al., 2017), var, som tidligere navnt, et in vitro forseg
med vomvaske. Denne metode er en god méde at screene for, hvilke tangarter der kunne vare
interessant at kigge nermere pd. Den optimale metode ville dog vare et in vivo forseg pa keer, som
ville kunne give et bedre billede af, hvordan ens produkt pracist virker. Denne metode er imidlertid
dyrere at udfere, og man far derfor ofte mindre data. En anden faktor er, at man forst skal finde ud
af, hvilket bioaktive stof eller stoffer, der har denne effekt pd metanproduktionen, da man skal

bruge tilladelse til, om det overhoved mé afpreves pa levende dyr.

5.4 Litteraturen

Dette projekt er et litteraturstudium, hvilket medferer nogle begransninger. Det har ikke varet
muligt at lave eksperimenter selv og indsamle viden fra det, og vi har derfor varet athaengige af
eksperimenter udfert af andre. Nogle af eksperimenterne havde ikke fokus pa keer, og det er derfor
svart at lave en konkret konklusion, og det har derfor veret nedvendigt at lave nogle antagelser.

De forskellige forseg i tabel 1 i kapitlet “3. Tang og dets bioaktive stoffer er ikke alle udfert pa

samme Vvis, og der kan derfor vare nogle usikkerheder i, hvor sammenlignelige vores resultater er.
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Der er blevet anvendt forskellige arter og racer af de forsegsdyr, som bruges i forsegene. Derudover
er der flere parametre, der varierer. De er folgende: Forskelligt antal af dyr, om dyret er hgjtydende
eller lavtydende, arstid for hest af tangen, forskellig dizet og forskellig l&engde pa tilpasningsperiode
til foderet. Disse faktorer er med til at gore, at man kan opnd nogle forskellige forsegsresultater,

selvom man anvender den samme tangart (Yafez-Ruiz et al., 2016).

Derudover er de eksperimenter, som er lavet med tang, i forhold til at reducere metan,
hovedsageligt in vitro forseg, og de in vivo forseg, der er lavet, er ikke lavet pd keer, og det kan
derfor vare svert precist at vurdere, hvor gode resultaterne vil vaere for keer. Li et al., (2016)
afprovede f.eks. i et forseg at tildele 4.taxiformis til far, hvilket gav en reduktion af metan op til 80
% med dose pd 2-3 % OM. In vitro forseg med vomvaske fra keer viste ved samme dose at
reducere metan produktionen 99% (Machado et al., 2014; Machado et al., 2015). Dette kan bide
skyldes, at forsgget blev lavet pa forskellige arter af dyr, og at forseget blev udfert med forskellige

metoder, henholdsvis in vivo og in vitro.

Tilgengeligheden af den litteratur, som findes omkring brugen af tang til at reducere den enteriske
dannelse af metan, er stadig meget begrenset, og det er desuden udarbejdet af den samme gruppe
mennesker (Machado et al., 2014; Machado et al., 2015; Kinley et al., 2016a; Kinley et al.,2016b;
Kinley & Freeden, 2014; Dubois et al., 2013, Li et al., 2016). Dette betyder, at konklusionerne er
baseret pa en begraenset mangde litteratur. Ydermere kan dette muligvis have medfert, at det ofte er
samme tangarter, der bliver undersogt, og at de derudover maske har seggt efter nogle bestemte

resultater, som kan gore, at resultaterne er blev pavirket af dette.

5.5 Afgraensning

Vi har 1 valgt at afgraense vores projekt til hovedsageligt at omhandle brugen af tang i foder til at
reducere den enteriske dannelse af metan. Denne afgransning har vi lavet, sé projektet har en klar
og malrettet retning og simplificere budskabet. Dette indeberer derfor, at vi har vaeret nedsaget til
at udelade den ernzringsmassige verdi af tang. Altsd vil det sige, at aspektet omkring hvorvidt
tangen kan bruges som fodermiddel fra et ernaringsmassigt perspektiv ikke er belyst. Ydermere
har vi ikke inddraget overvejelser om, hvorvidt dyrkning af tang vil pavirke ekosystemer 1 havet.
Hvis dyrkningen af tang skulle have negativ pavirkning péd havets ekosystem, ville dette vaere en

mulig barriere for at dyrke tang i en sterre produktion. Overvejelser omkring pdvirkning af
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fiskebestanden og dets udvikling i det nye miljo er relevante, da muligheden for udryddelser eller
masseformeringer af arter kan have store konsekvenser.

Hvis der skal drages konklusioner ud fra vores projekt, er det derfor vigtigt at tage hejde for de
begraensninger, vores afgrensning har medfert. Det betyder, at selvom man fandt en tangart, som
kunne lgse problemet med metan emission, er der stadig flere faktorer, man skal tage hejde for, for

man ville begynde at anvende det.

5.6 Det nzeste skridt i forskningen af tang

Det naste skridt man skulle gore herfra ville vere at kere nogle flere in vitro forseg igen for at
kunne validere, om der er noget at komme efter med EP900 og OFS. Herefter ville det vere
relevant at finde ud af, hvilket stof eller stoffer, der er de bioaktive, for at kunne lave foderrationer,
der effektivt reducerer metandannelsen. Man ensker ikke at der skal tilsettes sa meget ekstrakt fra
tangprodukterne, da det maske kan ga ud over keernes ydelse, hvis fordejeligheden bliver lavere.
Derudover kunne det vere interessant at lave eksperiment et in vivo forseg af brunalgen EP900),
OFSS eller A.nodosum. Forseget skulle udferes pa malkekoer, som blev introduceres til forskellige
doser af tangen sammen med MS og SBP. Det kunne derudover ogsd vare interessant at afprove
tangarten A.nodosum, Gracilaria vermiculophylla og Gigartina sp, da den ogsa har vist at reducere
metan (Belanche ef al., 2015; Maia et al., 2016). Keerne skulle opdeles 1 grupper athangigt af den
dosis af brunalgen £P900, de var blevet tildelt og alle fodres med den samme basisfoder i 72 dage,
ligesom Li et al.,(2016) gjorde med fér. Pa den made kan keerne vanne sig til den nye diet og pa
den made give de bedst mulige betingelser for at evaluere effekten af EP900, OFS eller A.nodosum
pa metandannelsen. Det individuelle dyr skal jevnligt i respirationskammer for at méle metan
produktionen, og dette holdes op mod en kontrolgruppe, som far samme basalfoder uden inklusion
af tang.

Derudover ber man lave et in vivo fordejelighedsforseg for at finde fordejeligheden af tangen.
Dette vil man gore ved at finde differencen mellem indtaget bruttoenergi i det indtagende foder og
den bruttoenergi, der udskilles med faeces. P4 den made ville man kunne male, om fordejeligheden
ville blive pavirket. Dette skal holdes op mod en kontrolgruppe, der fir samme basal foder, men
uden tang (Chwalibog, 2006a). Dette eksperiment ville beskrive, hvor meget metan der bliver
produceret ved de forskellige doser med EP900, OFS eller A.nodosum i et respirationskammer,
samt bestemme fordejeligheden af tangen med fecesprover. Respirationskammeret analyserer den

udgdende luft for kuldioxid, oxygen og metan. Ud fra den pagaldende data kan man beregne, hvor

45



Bachelorprojekt Anna Zrenlund Andersen &

Kebenhavns Universitet Natasha Jorgensen

meget oxygen der er brugt samt den producerede mengde af kuldioxid og metan (Chwalibog,
2006b). Dette er blot en id¢ til et eksperiment, som kunne udarbejdes for at afklare, hvor effektiv
EP900, OFS eller A.nodosum ville vaere 1 forhold til at reducere metan dannelsen uden at pavirke
fordgjeligheden. Yderligere eksperimenter kunne inkludere en undersogelse af vavsprover (fra
muskler og fedt) for at undersoge, om slagtekropskvalitet eller kedkvalitet pavirkes, samt om

EP900, OFS eller A.nodosum kan medfere uenskede forandringer i vomveaggen hos koer.

6. Konklusion

Vores hypotese: “Bioaktive stoffer i tang, som kan dyrkes pa nordlige breddegrader, kan reducere
den enteriske dannelse af metan hos kveg” kan ikke afvises pa baggrund af dette litteraturstudie.
Tang indeholder nogle bioaktive stoffer, som kan he&mme metanogesen. Forsggsresultaterne med
EP900 og OFS, som kan dyrkes pd de nordlige breddegrader, giver nogle tvetydige resultater,
hvilket betyder, at det vil veere nedvendigt at lave nogle flere forseg for at konkludere noget
endeligt for disse. Derudover ville det vere interessant at kigge neermere pa Gracilaria
vermiculophylla, Gigartina sp og A. nodosum, da de kan vokse pa tempererede omréder og har vist

sig at kunne reducere metandannelsen.

Afslutningsvis har vi fundet ud af, at det er muligt at anvende tang til at reducere den enteriske
dannelse af metan. Dette litteraturstudie viser, at der er behov for mere forskning omkring omradet
og vores viden omkring tang stadig er meget mangelfuld. Konklusionen om, at det er muligt at
reducere metan med tang, er lavet af ud fra nogle antagelser og anmoder derfor om flere

undersogelser og forseg for at nedbringe den videnskabelige usikkerhed.

7. Perspektivering

I videre undersogelser ville det vare interessant at kigge pa, om érstiden kunne have en betydning

for tangens indhold af bioaktive stoffer, og hvilken arstid der vil vare optimal at heste tangen.
Produktionen af tang skal ogsd undersoges yderligere for at kunne finde de bedste

produktionsmetoder, som giver det sterst mulige output. Hermed er det interessant at kigge pa

fremstillingen og finde en god mide at terre og lagre det hurtigt til masseproduktion.
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Dette projekt har undersegt tangarter fra tempererede, subtropiske og tropiske klimaomrader, men
det kunne ogsd vare interessant at kigge péd tangarter, der har tilpasset sig mere ekstreme
klimaomrader. Dette kan eksempelvis vare tangarter fra boblerev, Grenland, varmekilder, basiske
eller sure miljoer (Ministeriet for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri, 2010).). Det er en mulighed, at
tangarter, der har tilpasset sig ekstreme miljoer, kan have nogle andre bioaktive stoffer, som kan

have en positiv effekt pa reduktionen af metanogenesen.
Man kunne forestille sig, at hvis en tangart 1 tropiske egne viser gode resultater bade in vivo og in
vitro, kunne man evt. begynde at selektere dem ud fra enskede egenskaber som f.eks. at kunne

tolerere koldere klima, hgjt indhold af bioaktive stoffer mm.

Generelt er vores viden omkring tang stadig meget mangelfuld. Ikke kun 1 forhold til om det kan

bruges til at reducere metan dannelsen, men ogsa generelt brugen af tang.
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In vitro fermenteringen gar ud pa at man tidligt om morgen indsamler vomvaske fra en ko, for den
er blevet fodret og ingen adgang har haft til vand en time for indsamling. Vomvaesken transporteres
hurtigt muligt til laboratoriet og holdes i termokander for at opretholde en temperatur pa ca. 39
grader. Vomvasken blev ved ankomst til laboratoriet filtreret og blandet sammen med et anaerobt
medium ogsd pa 39 grader bestdende af deioniseret vand, mikro mineral oplesning, buffer,
macromineral oplesning, og en redox indikator. Vasken tilsattes nu til de forskellige substrater i
forskellige flasker, og der bliver koblet en gaspose pa hver af disse og de indsattes i inkubatoren.
Inkubatorer er 39 grader varm og ryster vomveskerne ligesom den ogsa ville vare blevet i vommen
ved vom kontraktioner. Den totale gasproduktion males gennem hele forseget som foregik over 48
timer. Nér forseget er slut aftages gasposerne og vomveaske filtreres gennem hver deres filter sa der
kan males hvor meget torstof der er nedbrudt under forseget. Filtrene lod vi dryppe af og de blev
herefter lagt ind i en ovn s& de kan terres. Til sidst blev der lavet gaskromatografi pa alle
gasposerne, hvorved man kunne se mangden af de forskellige gasser herunder metan, som var

blevet produceret under forseget.

A.nodosum var ogsd tilsat 1 foderet 1 et andet forseg(Bach et al., 2008) med lam. Lammene blev
fodret ad libitum med pelleteret foder der indeholder hele bygkorn (70%), alfalfa he (16 %)
raps(5%), sojabenner (3,4 %), sukkerroemasse(2 %) og mineraer og vitaminer mm. Pa dag 56 blev
der drysset A. nodosum over basalfoderet i enten 14 dage med 10 eller 20 g/ kg foder eller 1 28 dage
med 10 g/kg foder eller i 7 dage med 20 g/kg foder. Efter perioden hvor der var givet supplementer
med A. nodosum fik lammene kun basalfoderet og fik lov til at vokse videre ind til de alle noget en
vis vaegt pa 45-55 kg, hvorefter de blev slagtet. A. nodosum viste sig ikke at pavirke vakstraten,
fodereffektiviteten eller foderindtag. Derudover blev slagtekropskvaliteten heller ikke pévirket,
hvilket ikke var tilfeeldet med forseget lavet 1 Braden et al., (2007) og Montgomery et al., (2001).
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