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Sammenligning mellem in vivo protein fordgjelighed malt pa
rotter med to enzymatiske in vitro metoder

Af Birthe Pedersen, Robert Djurtoft, Bigrn O. Eggum og Ingeborg Jacobsen
Afdelingen for biokemi og ernering, D.T.H.
Afdelingen for dyrefysiologi, biokemi og analvtisk kemi, §.H.

Der er udfgrt en sammenlignende undersggelse af proteinets sande fordgjelighed (SF) malt pa
rotter med in vitro fordgjelighed malt ved hjelp af to enzymatiske metoder. Der erialt underspgt
38 fodermidler. For den ene metode, 3-Enzymmetoden, der hovedsagelig egner sig til bestem-
melse i vegetabilske produkter, er der mellem in vive og in vitro resultaterne fundet en
korrelationskoefficient p4 0.92 med en standardafvigelse pa 2%. For den anden metode,
4-Enzymmetoden, der har et bredere anvendelsesomréde, er der fundet en korrelationskoeffi-
cient p4 0.93 med en standardafvigelse pa 2% for vegetabilske prover og pa 3% for animalske
préver og blandinger. Begge metoder giver efter en standardisering reproducerbare resultater
med en standardafvigelse for en in vitro bestemmelse pa 0.7%.

Indledning

Der harien arrackke vaeret et udtalt pnske om at
finde en in vitro metode til maling af proteinstof-
fernes fordgjelighed. Foruden at maleresultater-
ne skulle vare sammenlignelige med in vivo ver-
dier, skulle metoden endvidere vare billig, hurtig
og reproducerbar.

Farst i de allerseneste 4r er der fremkommet
metoder (Hsu et al. 1977, Satterlee et al, 1979},
der tilsyneladende kan opfyide de anforte krav.
Disse metoder er henholdsvis en 3- og en 4-En-
zymmetode. 4-Enzymmetoden adskiller sig fra
3-Enzymmetoden ved at der kun benyttes et en-
zympreparat mere for at udvide anvendelsesom-
radet.

P4 grund af de meget lovende resultater opndet
med de to metoder ved andre institutioner ville vi
undersgge om in vitro resultater opnéet med de
anfgrte metoder var sammenlignelige med in vivo

resultater opndet i forsgg med rotter. De enzy-
matiske mélinger er foretaget pd afdelingen for
bickemi og ernering ved D.T.H., medens in vivo
tallene stammer fra rotteforsgg udfert ved afde-
lingen for dyrefysiologi, biokemi og analytisk
kemi ved S.H.

Materiale og metoder

Princippet i metoderne er, at en prgve inkube-
res med en blanding af proteclytiske enzymer;
disse spalter proteinets peptidbindinger, hvorved
der frigeres H*, der vil s;enke pH i prevesuspen-
sionen. Jo sterre pH-fald jo stprre fordgjelighed.

I 3-Enzymmetoden anvendes en enzymoplps-
ning bestiende af trypsin, chymotrypsin og et
tarmpeptidasepraeparat. pH indstilles til 8.0 1 pro-
vesuspensionen, enzymoplgsningen tilssettes og
efter praecis 10 minutter méles pH. Denne storrel-
se anvendes til beregning af fordgjeligheden ved



hielp af en ligning: SF = a + b x pH, der er
opstillet ved hjzlp af préver med kendt SF be-
stemt ved rotteforspg.

4-FEnzymmetoden startes p& samme made som
3-Enzymmetoden, men efter de fgrste 10 minut-
ter tilsattes en ny enzymoplgsning indeholdende
en mikrobiel protease. Efter yderligere 10 mi-
nutters inkubering méles pH, der anvendes til
beregning af SF som beskrevet ovenfor.

Metoderne adskiller sig fra de tidligere enzy-
matiske in vitro metoder bl.a. ved en stor enzym-
koncentration og en meget kort inkuberingstid.
Begge metoder er sserdeles hurtige og simple.
Kemikalieudgiften for en analyse er omkring 1 kr.
og behovet for laboratorieudstyr minimalt. Ved
opstilling af simpelt udstyr beregnet ph serieana-
lyser vil en laborant kunne udfgre 20-30 bestem-
melser pr. dag.

Resultater

En rekke forskellige prgver er analyseret, ogin
vitro protein for fordgjelighed er sammenlignet
med SF bestemt in vivo. Resulaterne fremgér af
tabel 1. Begge metoder giver, hvis analyserne
udfgres p4 en standardiseret mide, reproducer-
bare resultater. Standardafvigelsen p& en be-
stemmelse er 0.7% og pé en dobbeltbestemmelse
0.5%.

3-Enzymmetoden er hovedsagelig egnet til be-
stemmelse i vegetabilske prover, og der er fundet
en korrelationskoefficient mellem in vivo og in
vitro resultaterne pd 0.92 med en standardafvigel-
se p& 2% ph in vitro estimatet 1 forhold til in vive
resultatet. 4-Enzymmetoden synes at have et
stprre anvendelsesomride, og der er fundet en
korrelationskoefficient p& 0.93 med In vivo vaer-
dier. For kaseiner og vegetabilske prgver er stan-
dardafvigelsen p& estimatet 2%, medens stan-
dardafvigelsen for blandinger pa estimatet er 39%.

Metoderne synes altsd at give rimelige estima-
ter for en lang rekke produkter, men for visse
rene animalske prover (skummetmalkspulver),
var det ikke muligt at opné rimelige estimater.
Ved undersggelsen er der ogsi vist en lineser
sammenheng mellem pH og in vitro fordgjelig-
hed. Endvidere er en blandings fordgjelighed
fundet at vaere bestemt af de enkelte komponen-

ters fordpielighed, som det gelder in vivo. Med
henblik pd bestemmelse i byg, har metoden vist
sig at veere folsom overfor tanniner, der i byg
nedseetter fordgjeligheden.

Tabel 1. Sammenligning melem proteinfordpjelighed
bestemt in vive og in vitre.

Rotie- 4-Enzym- 3-Enzym-
forsgg metoden metoden

Prove SF (%) In vitro (%6} In vitro (%)
Kaseiner
Na-kaseinat 98.5 95.3 97.4
Kasein (E) 99.2 98.1 101.6
Kasein NBC 99.2 99.1 -
Kasein + meth. 100.1 103.9 -
Sovamel
Danprotax H 96.0 96.7 95.4
Danpro H 94.8 96.2 932
Supro 620 94.7 97.6 96.8
Supro 710 98.2 93.4 92.4
Stapro 3200 96.8 94.0 94.2
Byg
Hiproly B4.4 84.6 87.8
Carlsberg Grits 88.3 86.9 -
Carlsberg Hel byg 87.4 87.1 -
Mona 87.7 90.1 86.9
Simba 87.1 87.1 86.1
Eva 87.5 88.6 87.0
71165 85.7 87.5 87.3
Bi-ubeh. 87.6 88.0 87.2
Bi-beh. 84,9 89.9 88.6
Emir 86.2 84.3 84.3
Salka 88.2 87.0 -
Havre
Havregryn 89.7 90.8 88.5
Havreprotein-

koncentrat 94.1 92.3 91.9
Blandinger
Salka-byg + kasein + meth.
90 16 89.4 89.3 -
70 30 91.8 91.9 -
50 50 94.2 95.3 -
30 70 96.5 98.9 -
i 90 98.9 101.4 -
Salka 50% + andet 50%
509% AFS Poly 76 81.8 81.9 83.8
50% AFS Poly 78 77.4 80.8 81.7
509 terret blod 76.1 82.3

81.8




Emir-byg + kgdbenmel

95 5 85.8 g81.0 81.4
90 10 83.8 80.8 82.3
83 15 82.3 81.8 83.5
80 20 82.1 83.4 83.0
75 25 80.8 80.4 83.5
70 30 80.2 82.1 84.5
£g

Agpulver 99.0 94.4 -
Torret zggehvide 102.1 97.1 -
Diskussion

De to in vitro metoder synes at give tilfreds-
stillende resultater for proteinets fordpjelighed i
adskillige produkter. De vil maske med held ogsa
kunne anvendes ved kvalitetskontrol og ved ruti-
nemaessige bestemmelser af proteinfordgjelighe-
den. De tidsmassige og gkonomiske fordele er
betydelige. Undersogelserne vil blive fortsat, idet
bl.a. enrazkke andre aktuelle foderstoffer vil blive
analyseret.
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