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Hovedkonklusion

Der er testet varmestabilitet af seks fytaseprodukter ved 70, 85, 92 og 100 °C. Alle seks
fytaseprodukter var varmestabile ved 85 °C, men fytaseaktiviteten faldt for halvdelen af produkterne
ved 92°C. Alle produkter havde et fald i fytaseaktiviteten ved 100°C.

Sammendrag

En afprgvning af varmestabiliteten i fytaseprodukterne Ronozyme HiPhos, HiPhorious, Axtra Phy Gold,
Natuphos E, Quantum Blue og Optiphos Plus G viste, at alle var varmestabile op til 85 °C.

Ved 92°C - efter korrektion for tabt naturlig fytase fra kornet - var der fortsat 90-100 % aktivitet for
Natuphos E, Axtra Phy Gold og HiPhorious, ca. 85 % for Ronozyme HiPhos, Optiphos Plus G og
Quantum Blue, hvilket var et statistisk sikkert fald i forhold til aktiviteten ved 70 °C.

Ved 100 °C havde alle produkter et statistisk sikkert fald i fytaseaktivitet, som var stgrst for Quantum
Blue og Optiphos Plus G og procentvis mindst for Axtra Phy Gold.

For foderstoffabrikker, som kan undga temperaturer over ca. 92 °C, er alle produkter anvendelige, hvis
der anvendes en passende sikkerhedsmargin. Kommer temperaturen ofte herover, bgr man enten
bruge en stor sikkerhedsmargin ved doseringen og/eller ga efter de mest varmestabile produkter.

Varmestabiliteten i fytaseprodukter blev undersgagt pa et forsggsanlaeg pa Teknologisk Institut i Kolding,
hvor temperatur og varighed af pelletering kunne kontrolleres ngje. Der blev testet seks fytaseprodukter
i temperaturintervallet 70-100 °C.

Baggrund

Tilsat fytase til grisefoder hjeelper med at frigive fosfor i fodermidlerne, som er bundet i fytat, hvilket
sikrer en bedre udnyttelse af fosfor i foderet og ssenker fosforudledningen fra griseproduktionen.
Fytaseaktiviteten pavirkes imidlertid af temperatur, hvilket kan veere et problem ved pelleteret foder,
hvor det er et krav, at temperaturen skal vaere mindst 81 °C for at bekeempe Salmonella. Temperaturen



under pelleteringen er i en afprgvning pa en dansk foderfabrik blevet malt til at variere mellem 84 og 92
°C [1], det er derfor vigtigt, at den tilsatte fytase kan holde aktiviteten trods hgje temperaturer.

| dag er der flere fytaseprodukter pa det danske marked, som kan benyttes i feerdigfoder, men en
undersggelse i 2023 viste en varierende fytaseaktivitet i faerdigfoder [2]. Fytaseaktiviteten pavirkes
negativt ved ggning i pelleteringstemperaturen, men er afheengig af fytaseproduktets varmestabilitet.
Forsgg i perioden 2008-2010 har vist, at fytaseaktiviteten fra for til efter pelleteringen reduceres med op
til 35 % ved pelletering med 93 °C [3] og med omkring 10 % reduktion i fytaseaktiviteten ved at gge
pelleteringstemperaturen fra 80 til 95 °C for fytaserne Ronozyme NP og Phyzyme XP [4].

Udover temperaturen kan holdetiden i pelleteringsprocessen ogsa pavirke fytaseaktiviteten [5]. Det
meste af inaktiveringen af fytase skyldes dampen under pelleteringen [6], derfor er flere fytaseprodukter
beskyttet mod dampen — enten naturligt eller kemisk — fx coating med et vandafvisende materiale [7],
g&endring i aminosyrestruktur [8], eller ved at finde enzymer, som naturligt er mere termostabile.

Formalet med dette projekt var at teste varmestabilitet af forskellige fytaseprodukter for at dokumentere,
om den tilsatte fytase kan genfindes efter opvarmning i pelleteringsproces.

Materialer og metoder

Varmestabilitetstesten ~ blev  gennemfgrt af Teknologisk Institut i Kolding pa et
minifoderproduktionsanlaeg, hvor pelleteringsprocessen blev gennemfgrt ved forskellige kontrollerede
temperaturer. Der blev anvendt de samme metoder, hvad angar produktion af melblandingen,
blandeteknik, hviletid, ydeevne og kgletid for alle produkter i forsgget. De eneste faktorer, der varierede,
var tilseetningen af fytaseproduktet og tilfarslen af damp i kaskadeblanderen til at opna den gnskede
pelleteringstemperaturer pa 70, 85, 92 og 100 °C.

Varmestabilitet af det naturligt forekommende fytase i foder samt seks fytaseprodukter blev testet (Tabel
1). Foderet i hver forsggsgruppe blev pelleteret ved de fire gnskede pelleteringstemperaturer, hvorefter
anleegget blev rengjort for det naeste fytaseprodukt blev sat til pelleteringsprocessen.
Pelleteringsprocessen blev kun lavet en gang for hver gruppe pa den made, at der blev udtaget
foderpraver efterhanden som temperaturen steg med en kort holdetid ved hver temperatur. | Appendiks
1 er foderproduktionsanleeg beskrevet.

Tabel 1. Testede fytaseprodukter.

Producent Fytaseprodukt Koncentration, Dosering af produkt,
FTU/g produkt! g/t foder

Naturlig fytase - - -

AB Vista Quantum Blue 10.000 200

BASF Natuphos E 10.000 200
Danisco Axtra Phy Gold 10.000 200

DSM HiPhorious 10.000 200

DSM Ronozyme HiPhos 20.000 100
HuvePharma Optiphos Plus G 10.000 200

1 Deklareret koncentration.

Der blev brugt den samme foderblanding igennem hele forsgget og vandprocenten i melfoderet var 12,1
%. Fodersammenseetningen svarede til standardslagtegrisefoder og kan ses i Appendiks 2. De seks
fytaseprodukter blev tilsat, sd den forventede tilsatte koncentration var 2.000 FTU/kg foder. Alle
fytaseprodukterne blev tilsat foderet i granuleret form inden pelleteringen.



Foderproduktion og pelletering

Der blev pa Teknologisk Instituts forsggsanlaeg produceret en grundfoderblanding, som fremgar af
Appendiks 2. Melfoderblandingen blev produceret ad én gang og alle rdvarerne kom fra samme parti.
Far produktion af melfoderblanding, blev alle foderrester fjernet i mglle og blandeudstyr og blanderen
blev stgvsuget. Minifoderproduktionsanlaeg blev rengjort fgr hver forsggsgruppe, hvor blander og
doseringssnegl blev stgvsuget, mens kaskadeblanderen var selvtgmmende og fra kgleboksen blev
rester fiernet manuelt.

Der blev udtaget 280 kg af melfoderblandingen til hver forsggsgruppe, hvorfra der blev udtaget 10 kg
melfoder til at iblande den udvejede maengde fytase i en tvangsblander. Tvangsblanderen blev tamt og
rengjort mellem hver fytaseprodukt (forsggsgruppe). De 10 kg melfoder med fytaseproduktet blev
blandet med de resterende 270 kg melfoder i 10 minutter i minifoderproduktionsanleeggets
horisontalblander. Fra hver forsggsgruppe blev der udtaget en prave pa 1 kg af melfoderet direkte fra
horisontalblanderen.

Derefter blev forsggsfoderet opvarmet med damp i kaskadeblanderen for at opnd den gnskede
temperatur mellem 70 og 100 °C (Figur 1 og Appendiks 3). Maengden af damp blev reguleret af en
ekspansionsventil og et samlergr. Holdetiden i kaskadeblanderen var 60 sekunder, hvorefter foderet
blev pelleteret. Temperaturen af melfoderet i kaskadeblanderen blev Igbende registreret, og det foder,
som blev pelleteret ved en lavere temperatur end gnsket blev kasseret. Da temperaturen i
kaskadeblanderen ramte det gnskede, blev det efterfglgende pelleterede foder indsamlet i 90 sekunder
til en kaleboks, hvor det blev afkglet i 15 minutter via en bleeser. Da prgvetagningen ved den givne
temperatur var feerdig, blev temperaturen i kaskadeblanderen gget til at ggre klar til naeste gnskede
temperatur, hvorefter proceduren med prgvetagningen gentog sig. | Appendiks 4 fremgéar de opnaede
temperaturer i kaskadeblanderen under pelletering. Det er altsa temperaturen i kaskadeblanderen, som
blev styret, mens der ikke er malt temperatur i pillepressen.

Den totale meengde udtagne prgver blev neddelt i delprgver & 500 gram efter TOS-princippet (Theory
Of Sampling) [9], blev meerket og sendt til analyse for fytaseaktivitet.
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Figur 1. lllustration af anleegget brugt ved Teknologisk Institut til pelletering af foder.

Foderanalyser

Fytaseaktiviteten blev analyseret ved Eurofins Steins for alle produkter (inkl. tilbageveerende naturlig
fytaseaktivitet) samt det naturlige fytase i foder uden tilsat fytase ved alle testede temperaturer inklusive
i melfoderet. Der blev lavet tre analyser pa melfoderet per gruppe og fem analyser pa det pelleterede
foder ved hver temperatur per gruppe.

Statistik

Det procentvise fald i fytaseaktiviteten mellem kontroltemperaturen (70 °C) og hver af de malte
temperaturer (85, 92 og 100 °C) for hver gruppe blev analyseret med en t-test i R. Der blev ikke lavet
statiske analyser af fytaseaktivitet far pelletering i forhold til efter pelletering og faldet i fytaseaktiviteten
er ikke blevet sammenlignet pa tveers af fytaseprodukterne. Statistisk sikre forskelle er angivet pa 5
procentniveau.

Resultater og diskussion

Foderblandingen havde et naturligt fytase niveau pad 287 FTU/kg far pelleteringen, og ved 70 °C var
niveauet numerisk set ens (Tabel 2), men ved temperaturer pa 85 °C eller mere, faldt aktiviteten under
detektionsgreensen pa 180 FTU/kg. Aktivitetsniveauet var lavere end hvad der var malt i et tilsvarende
dansk forsag, hvor fytaseaktiviteten ved 80 °C var malt til 431 FTU/kg [4]. Dog stemmer forlgbet i de to
forsgg godt overens, da aktiviteten ved 100 °C kun var cirka 12 % af niveauet ved 80 °C [4], hvilket
svarer til et niveau under detektionsgreensen i dette forsgg. Den relative fytaseaktivitet i forhold til
niveauet i melfoderet faldt ved stigende temperatur og var forskelligt for de seks produkter, hvor der
iseer var forskelle ved 100 °C (Appendiks 5).



Tabel 2. Middelveerdierne (+ standardafvigelsen) for fytaseaktiviteten (FTU/kg) i foderet enten uden fytaseprodukt

kontrol) eller med et af de seks

taseprodukter i melfoder far

Mel ‘ 70°C (kontroltemperatur)

pelletering

ved de fire

pelleteringstemperaturer.

Fytaseprodukt 85 °C

Naturlig fytase 287+5 256+ 9 u.D. u.D. uU.D.
Quantum Blue 3.291 £1.299 2.390 * 333 2.652 £331 | 1.850 * 75* U.D.
Natuphos E 3.185 + 195 2.588 + 324 2.300+377 | 2.243+351 | 1.233 +49*
Axtra Phy Gold 2.205 + 425 1.951 + 352 1.902+72 | 1.878+303 | 1.315 +142*
HiPhorious 3.038 * 559 2.965 * 476 2.445+328 | 2.551+508 | 1.429 +372*
Ronozyme HiPhos 2.766 + 351 2.635 + 347 2.405+596 | 2.059 + 635* | 1.059 + 236*
Optiphos Plus G 2.857 £ 77 2,911 £ 107 2.506 £ 245 | 2.363 + 166* 356 + 51*

1U.D.: Under detektionsgraensen pa 180 FTU/kg. * viser statistisk sikre fald i fytaseaktiviteten p& 5 procentniveau i forhold
til kontroltemperaturen (70 °C).

Fytaseaktiviteten i melfoderet i de seks forsggsgrupper med fytaseprodukter var 10-65 % hgjere end de
forventede 2.000 FTU/kg (Tabel 2), hvilket skyldes, at de fleste producenter har en sikkerhedsmargin
pa 3.000-4.000 FTU/g produkt. Foderet indeholdt derudover de fundne ca. 287 enheder naturlig fytase
og som forventet blev fytaseaktiviteten ikke pavirket af pelletering ved 70 °C. Der kunne ikke detekteres
en forskel i fytaseaktiviteten ved 70 °C og 85 °C for de seks fytaseprodukter, og derved kan alle testede
fytaseprodukter holde til minimum 81 °C, som kraeves for at bekeempe Salmonella. Fytaseaktiviteten
faldt med cirka 20 % for Ronozyme HiPhos, Quantum Blue og Optiphos Plus G ved 92 °C sammenlignet
med kontroltemperaturen (P<0,04), men kun med ca. 15 %, nar der korrigeres for tab af naturlig fytase.
De gvrige tre fytaseprodukter havde ikke et signifikant fald i fytaseaktiviteten.

Pelletering ved 100 °C resulterede i et fald i fytaseaktiviteten for alle fytaseprodukter pd minimum 30 %
(P=<0,03), hvor Quantum Blue faldt under detektionsgraensen, ligesom der kun var 10-15 %
tilbageveerende aktivitet for Optiphos Plus G.

Derved bgr alle de testede fytaseprodukter veere varmestabile under pelleteringsprocessen, hvis man
kan holde denne under ca. 92 °C. Andre forsgg har ogsa vist, at fytaseaktiviteten efter pelleteringen er
relativt upavirket op til temperaturer omkring 85-90 °C [5,6,10] og at aktiviteten falder ved temperaturer
over 90 °C [5].

Den beregnede relative fytaseaktivitet ved de fire temperaturer i forhold til niveauet i melfoder kan ses i
Appendiks 5, hvor der er korrigeret for indhold af naturlig fytase ved de forskellige temperaturer. Alle
fytaseprodukterne opnar minimum 70 % relativ aktivitet op til og med 85 °C, men ved 100 °C falder
aktiviteten for Quantum Blue og Optiphos Plus G til under 15 % af aktiviteten i melfoderet, hvorimod
aktiviteten er pa 68 % for Axtra Phy Gold. Herefter fglger HiPhorious, Natuphos E og Ronozyme HiPhos
med 52, 43 og 42 % overlevende aktivitet — dog kan de fundne forskelle mellem disse tre veere tilfeeldige,
da der ikke er gentagelser nok til at adskille dem.

Denne undersggelse understgtter eksisterende viden om, at temperaturer under 90 °C under
pelleteringsprocessen har minimal indflydelse pa fytaseaktiviteten [5,6,10] for kommercielle
fytaseprodukter, som angives at veere varmestabile, mens der er betydelige forskelle mellem produkter
ved 100 °C.

Konklusion

Samlet kan det konkluderes, at Ronozyme HiPhos, HiPhorious, Axtra Phy Gold, Natuphos E, Quantum
Blue og Optiphos Plus G er varmestabile under pelleteringsprocessen ved 85 °C, men Ronozyme
HiPhos, Quantum Blue og Optiphos Plus G skiller sig ud ved at veere mindre varmestabile ved 92 °C,
hvor aktiviteten falder med omkring 20 %, dog kun 15 %, nar der korrigeres for det naturlige
fytaseindhold.



Alle produkter mister en betydelig del af aktiviteten ved 100 °C og for Optiphos Plus G og Quantum Blue
er der under 15 % genfinding. Genfindingen af Ronozyme Hiphos, Natuphos E og HiPhorious ligger pa
40-55 % efter korrektion for tab af naturligt fytaseindhold, mens Axtra Phy Gold bevarede 68 % af
aktiviteten ved 100 °C. Pa foderfabrikker, hvor temperaturen ofte kommer over 90 °C, bgr man fokusere
pa sikkerhedsmargin og/eller anvendelse af de mest varmestabile produkter, mens fabrikker, som kan
holde sig under ca. 90 °C kan veelge flere produkter og kere med mindre sikkerhedsmargin ved
doseringen af fytase.

Denne undersggelse siger kun noget om varmestabilitet af fytaseaktiviteten, men ikke noget om effekten
i grisen. Man kan sikre sig, at der er de deklarerede maengder af fytase i foderet ved at analysere
fytaseaktiviteten i foderet.
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Appendiks 1

Beskrivelse af minifoderproduktionsanlaeg
Anlaegget bestar af:

Horisontalblander: 700l volumen og en hastighed pa 48 rpm (rounds per minute), hvor der kan
blandes maengder fra 80 til 300 kg.

Doseringssnegl: Skjold TR med variabel hastighed. Denne bruges til tsmning af blander og til
dosering af melblanding.

Kaskadeblander: KAHL blander med en lzengde pa 130 cm og en diameter pa 30 cm. Blanderen
har en hastighed pa 155 rpm og 37 justerbare paller. Hviletiden i
kaskadeblanderen er ca. 30 sekunder ved en produktion pa 300 kg pr. time.

Et samlergr er monteret pa siden af kaskadeblanderen med en vandforsyning og tre dampventiler,
hvorfra damp tilferes melfoderet.

Hgjtrykskedel: Dan Stroker typen med en maksimal kapacitet pa 400 kg damp pr. time.
Dampen tilfgres melfoderet via en ekspansionsventil, som styrer tilfgrslen af
damp til kaskadeblanderen. De tre ventiler pa samlergret anvendes til
finjustering af den gnskede temperatur i melblandingen. Ved tilssetning af 1 %
damp, stiger temperaturen i melet med 14 °C.

Temperaturen i melet males med et digitalt termometer af typen Testo 925 med en Pt 100 sensor.
Sensoren er placeret ved udlgbet af kaskadeblanderen. Termometeret er kalibreret med et godkendt
kviksglvtermometer af typen Goldbrand/39 Q9732-818.

Pillepresse: Simon Hessen af typen labor (monovalse) med en 7,5 kW motor. Den
indvendige diameter pa matricen er 173 mm med en sold pa 3,5 x 35 mm.
Hgjden pa pressevalsen er 50 mm og diameteren er 140 mm.

Pragverne nedkgles i en rumopdelt kgleboks med hullet bund, hvor foderet ventileres med en ventilator
med en kapacitet pa 1.500 m3 luft pr. time.



Appendiks 2
Foderblanding

Réavare Procent

Hvede 40,00
Byg 38,23
Sojaskra 17,00
Rapsolie 2,00
Vitamin- og mineralforblanding 2,77




Appendiks 3

Minifoderproduktionsanlaeg

1 — Horisontalblander
2 — Kaskadeblander
3 — Pillepresse

4 — Kglekasse




Appendiks 4

Malte temperaturer

De malte temperaturer ved hver af de syv forsggsgrupper i kaskadeblanderen (°C

Producent Fytaseprodukt @nskede temperaturer
70 °C 85 °C 92 °C 100 °C

Naturlig fytase - 69,9-70,3 84,6-84,9 92,0-92,2 100,0-100,2
AB Vista Quantum Blue 69,9-70,2 85,1-85,3 92,0-92,2 99,9-100,2
BASF Natuphos E 69,7-70,0 85,0-85,2 92,0-92,2 100,0-100,2
Danisco Axtra Phy Gold 69,8-70,0 84,9-85,2 92,0-92,2 99,9-100,1
DSM HiPhorious 69,9-70,2 84,9-85,2 92,0-92,2 100,0-100,2
DSM Ronozyme HiPhos 69,9-70,2 84,9-85,2 92,0-92,2 100,1-100,3
HuvePharma Optiphos Plus G 70,0-70,3 84,9-85,1 92,0-92,2 99,9-100,1
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Appendiks 5

Relativ fytaseaktivitet

Den relative fytaseaktivitet ved 70, 85, 92 og 100 °C i forhold til aktiviteten i melfoderet er beregnet ud
fra fglgende formel:

Fytaseaktiviteten i produkt, ved temperatur; - Naturlig fytaseativitet ved temperatur; 100
*

Fytaseaktiviteten i produkt, i melfoder - Naturlig fytaseativitet i melfoder

Tabel A. Veerdierne for fytaseaktiviteten under detektionsgraensen (180 FTU/kg) er skannet ud fra tidligere
erfaringer (rgde tal).

Fytaseprodukt

Naturlig fytase 287 256 118 48 3
Quantum Blue 3.291 2.390 2.652 1.850 100
Natuphos E 3.185 2.588 2.300 2.243 1.233
Axtra Phy Gold 2.205 1.951 1.902 1.878 1.315
HiPhorious 3.038 2.965 2.445 2.551 1.429
Ronozyme HiPhos 2.766 2.635 2.405 2.059 1.059
Optiphos Plus G 2.857 2911 2.506 2.363 356

Grundet analyseusikkerheden opnds en relativ fytaseaktivitet pa over 100 % for Optiphos Plus ved 70
°C og der opnas en hgijere relativ fytaseaktivitet for Quantum Blue, Axtra Phy Gold og HiPhorious ved
hgjere temperatur (85 °C, 90 °C) i forhold til ved lavere temperatur (70 °C, 85 °C).

Tabel B. Den relative fytaseaktivitet ved 70, 85, 92 og 100 °C i forhold til aktiviteten i melfoderet, aktiviteten i
melfoderet anses som 100 %.

Fytaseprodukt 70 °C 85 °C 92 °C 100 °C
Naturlig fytase 89,2 % 41,1 % 16,7 % 1,0 %
Quantum Blue 71,0 % 84,4 % 60,0 % 3,2%
Natuphos E 80,5 % 75,3 % 75,7 % 42,4 %
Axtra Phy Gold 88,4 % 93,0 % 95,4 % 68,4 %
HiPhorious 98,5 % 84,6 % 91,0 % 51,8 %
Ronozyme HiPhos 96,0 % 92,3 % 81,1 % 42,6 %
Optiphos Plus G 103,3 % 92,9 % 90,1 % 13,7 %

Grundet maleusikkerheden er udviklingen i den relative fytaseaktivitet justeret i nedenstaende Figur A,
den beregnet relative fytaseaktivitet fra tabel B er illustreret med en cirkel.

@ Naturlig fytase @ Natuphos E @ HiPhorious @ Optiphos Plus
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Figur A. Udviklingen i fytaseaktiviteten i foder pelleteret ved stigende temperatur relativt i forhold til
fytaseaktiviteten i melfoderet.
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