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Windisch et al.: Tiererndhrung auf der Suche nach neuen Futterquellen

Tierernahrung auf der Suche nach neuen Futterquellen

Wilhelm Windisch, Daniel Brugger, Marzell Buffler, Mirko Deml und
Carmen Fahn

Wissenschaftszentrum Weihenstephan, Lehrstuhl flir Tierernahrung, Technische Uni-
versitat Minchen, Freising-Weihenstephan, DE

Hintergrund und Problemstellung

Die rasant ansteigende Weltbevdlkerung stellt die weltweite Nahrungssicherung vor eine groe Her-
ausforderung. So ist die Lebensmittelproduktion sowohl von pflanzlichen als auch tierischen Produkten
bis 2050 zu verdoppeln (Godfray et al., 2010). Agrarflache und Wasser sind aber nur begrenzt verfiig-
bar, wodurch die Konkurrenz zwischen Lebensmittel- und Futtermittelproduktion sowie der Produktion
erneuerbarer Energien steigt (Smith et al., 2010). Um in diesem Konkurrenzkampf auch kiinftig beste-
hen zu kénnen, muss die Tiererndhrung neue Futterquellen erschlieBen.

Bei der Suche nach neuen Futterquellen sind drei Hauptfaktoren zu beriicksichtigen: die als Futtermit-
tel verwendbare Biomasse, der Transformator der Biomasse (Nutztier) und das vom Transformator
erzeugte Produkt (Lebensmittel) (Abbildung 1). Hierbei stellt sich die Kernfrage: Welche Biomasse
kann von welchem Transformator mit welcher Effizienz in qualitativ hochwertige Lebensmittel umge-
setzt werden?

Biomasse Transformator Produkt

Liefervermégen: Bedarf: Anforderung:

+  Nahrstoffe unterschiedlicher + Absorbierbare Nahrstoffe in + Qualitativ hochwertiges
Zusammensetzung und héchster Qualitat Erzeugnis, fiir den Menschen
Verfugbarkeit verwertbar

Limitierungen: Limitierungen: Limitierungen:

+ Antinutritive Faktoren, Toxine + Verdauungskapezitat + Begrenzte Ressourcen

+ Ungiinstige Nahrstoffmuster + Transformationseffizienz + Steigender Bedarf

+ Vermischung hohe und niedrige
Qualitit (niedrige Qualitat
bestimmt das , Zieltier")

Transformation

Kernfrage: Welche Biomasse kann von welchem Transformator mit welcher Effizienz in qualitativ
hochwertige Lebensmittel umgesetzt werden?

Abbildung 1: Ubersicht des Transformationsprozesses von Futterbiomasse zum tierischen Produkt

Die Biosphare unseres Planeten besteht zum (iberwiegenden Teil aus pflanzlicher Biomasse (potenziel-
le Futterquelle). Allerdings zeigen sich erhebliche Unterschiede in ihrer Qualitat, insbesondere in der
Dichte an verdaulichen Nahrstoffen bzw. Energie sowie der Gegenwart unerwiinschter oder toxischer
Inhaltsstoffe. Diese Eigenschaften bestimmen, ob Biomasse als Lebensmittel bzw. Futtermittel geeig-
net und wer der ,Endverbraucher" ist. Flir den Menschen ist der liberwiegende Teil der agrarischen
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Windisch et al.: Tiererndhrung auf der Suche nach neuen Futterquellen

Biomasse oftmals nicht oder nur schlecht verwertbar und kann nur (ber einen , Transformator" (Nutz-
tier) in ein Produkt mit hinreichender Qualitét umgewandelt werden. Aber auch flir unsere Nutztiere
ist nicht jede Biomasse als Futtermittel geeignet. Limitierend sind unter anderem die Gehalte an anti-
nutritiven Faktoren oder Toxinen und die Mindestanspriiche der jeweiligen Nutztierspezies an die Ver-
daulichkeit der Nahrstoffe, die aus der biologisch determinierten Kapazitat des Verdauungstrakts zur
Zerlegung von komplexer Biomasse in absorbierbare Nahrungskomponenten resultiert. Darliber hinaus
setzen die Gegebenheiten des Stoffwechsels auch postabsorptiv der Transformation in hochwertige
Produkte enge Grenzen. Zudem hat die Produktionsrichtung innerhalb der Nutztierarten einen erhebli-
chen Einfluss auf die Transformationseffizienz. Im Allgemeinen wird von einer Effizienz der Transfor-
mation in essbares Protein von 10 % ausgegangen, wohingegen sich Unterschiede zwischen den
einzelnen Nutztierarten und Produktionsrichtungen um den Faktor 10 ergeben. So kann die Milchpro-
duktion, unter der Voraussetzung einer guten Futterqualitdt, in der Erzeugung von NahrungseiweiB
durchaus mit Schweinefleisch konkurrieren.

Das hier aufgegriffene Thema (Suche nach neuen Futterquellen) beriihrt im Wesentlichen den Beginn
des Transformationsprozesses (sieche Abbildung 1) und erstreckt sich vom Kernbereich der ,Biomasse"
bis zum , Transformator". Dabei sind sowohl die Nutzbarmachung bislang nicht verwertbarer Biomasse
anzusprechen als auch MaBnahmen zur Verbesserung der Verwertung von Biomasse. Letztere bezie-
hen auch den Transformator mit ein und erstrecken sich von der Verbesserung der Verdauungskapazi-
tat bis zum Transformator selbst, also der Anpassung des Nutztieres an die Eigenschaften der
verfiigbaren Biomasse. Diese Aspekte sollen im Folgenden kurz beleuchtet werden.

Nutzbarmachung bisher nicht verwertbarer Biomasse

Pflanzliche Biomasse ist nur zu einem gewissen Grad durch unsere Nutztiere verwertbar. Der wichtigs-
te begrenzende Faktor ist hier der Gesamtgehalt an Lignozellulose, fiir dessen Aufschluss keines unse-
rer Nutztiere (ber geeignete kdrpereigene Enzyme verfligt. Im Gegensatz zum Monogastrier kdnnen
sowohl Wiederkduer als auch Equiden die Lignozellulosekomplexe mit Hilfe von Mikroorganismen in
den Vormagen bzw. im Enddarmsystem in quantitativ bedeutsamen Mengen abbauen. Allerdings ist
dieser Prozess langsam und mit Energieverlusten behaftet, sodass die Lignozellulose die Verdaulichkeit
des Futters auch fiir diese Nutztierspezies stark begrenzt. Ein wesentlicher Aspekt der Suche nach
neuen Futterquellen muss demnach das Ziel haben, schwer oder gar nicht verdauliche Biomasse ver-
daulich(er) zu machen.

Das Aufbrechen von Lignozellulosekomplexen wére eine potente Mdglichkeit der Nutzbarmachung
bisher nicht verwertbarer Biomasse. Bereits 1985 berichteten Kerley et al. von positiven Effekten einer
Behandlung von Weizenstroh mit verdiinnter Natronlauge (NaOH). So verbesserte sich die Verdaulich-
keit der Faserfraktionen (NDF, ADF, Cellulose) in wachsenden Ldmmern um den Faktor 2. Die bessere
Verwertbarkeit spiegelte sich auch in erhéhten Anteilen verdaulicher bzw. umsetzbarer Energie um
jeweils Faktor 1,5 wider und in der Folge in signifikant erhéhter Futteraufnahme und Tageszunahme.
Anders ausgedriickt kann die doppelte Menge der jahrlich anfallenden Faserstoffe in der Landwirt-
schaft durch die Nutz-Wiederkduer verwertet bzw. der Anteil an umsetzbarer Energie aus faserreichen
Futtermitteln um 50 % verbessert werden. Heutzutage wird im Bereich der nachwachsenden Energie-
trager intensiv an biotechnologischen Verfahren des Aufschlusses von Lignozellulose gearbeitet (San-
derson, 2011). Hiervon kénnte die Tiererndhrung kiinftig enorm profitieren, allem voran die Wieder-
kauer, da die ruminale Mikroflora die pflanzlichen Faserkomplexe besser angreifen kdnnte.

Faserreiche Futtermittel enthalten im Inneren der Pflanzenzellen oftmals betréchtliche Mengen an
hochwertigem EiweiB3. Dieses EiweiB ist jedoch in der Regel von faserhaltigen Zellwdnden umschlossen
und flir den Monogastrier damit nicht verfligbar. Das Aufbrechen der Lignozellulosekomplexe 16st die-
ses Problem nur bedingt. Diese hochwertige EiweiBquelle kénnte fiir die Monogastrier jedoch durch
Gewinnung von Pflanzensaft (z.B. Pressung) und Ausfallung der gelésten Proteine (z.B. iber Sdure
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oder Hitze) zuganglich gemacht werden. Nadler et al. (2013) berichten von Ausbeuten an Reineiweil3
beispielsweise aus Dauergriinland oder Ackerrotklee im Bereich von etwa 100 bzw. 300 kg pro Hektar
und Jahr wobei die Eiweiqualitat (Aminosaurenmuster) mit der von Sojaextraktionsschrot durchaus
konkurrieren kann.

Auch die Elimination von Toxinen und antinutritiven Stoffen durch Zichtung, Gentechnik und ver-
schiedene Verarbeitungsverfahren kdnnen bei der Nutzbarmachung bisher nicht verwertbarer Biomas-
se helfen. Ein klassisches Beispiel fir die systematische Elimination von Toxinen ist der
erucasaurefreie sowie glucosinolatarme 00-Raps, den die Pflanzenziichtung in den 80er Jahren her-
vorgebracht hat. Weiterhin werden die Sojabohne und deren Nebenprodukte getoastet, um die darin
enthaltenen Trypsininhibitoren zu inaktivieren. Dieser Prozess verbessert nicht nur die Verdaulichkeit
und biologische Wertigkeit des Proteins, er macht das Produkt schmackhafter, indem er gleichzeitig
das Enzym Urease inaktiviert. Die eiweiBreichen Baumwollsamen, die derzeit noch einen hohen Anteil
des Toxins Gossypol aufweisen, kdnnten kiinftig fiir die Tierernahrung interessant werden, da es be-
reits durch RNA-Interferenz-basierte genetische Modifizierung gelungen ist, die Gehalte des Toxins auf
ein erblich stabiles, geringeres Niveau zu bringen (Sunilkumar et al., 2006).

Eine weitere Mdglichkeit die Qualitdt des Futters zu verbessern ist die Eliminierung von Nahrstoff-
Imbalanzen durch Supplementierung limitierender Einzelnahrstoffe. Hierbei zéhlt wohl die Supplemen-
tierung von essenziellen Aminosduren in der Fiitterung von Monogastriern zu den wichtigsten Punk-
ten. Dabei wird das Aminosauremuster der Futterquelle in Richtung ,Idealprotein® verschoben,
wodurch die Transformationseffizienz signifikant verbessert und groBe Mengen an Futterprotein ein-
gespart werden kénnen.

Verbesserung der Verdauungskapazitat

Bei der Suche nach neuen Futterquellen stoBt man unweigerlich auf die Kernfrage, in welchem Um-
fang die momentan verfligbare Biomasse dem Nutztier absorbierbare Nahrstoffe liefern kann. Die
Beantwortung dieser Frage hangt im Wesentlichen von zwei Faktoren ab: von der chemischen Zu-
sammensetzung des Futters (Futterquelle) und der Verdauungskapazitat des Tieres (Transformator).
Bei beiden Faktoren kdnnen Limitierungen auftreten. Diese gilt es zu beseitigen, um die Passgenauig-
keit zwischen der Futterquelle und dem Transformator zu optimieren, was wiederum die Grundvoraus-
setzung fir eine hohe Futterverwertung ist. Die bisherigen (konservativen) Ansatze beschrankten sich
meist auf Veranderungen am Futter (Eliminierung von Toxinen und antinutritiven Faktoren, Beheben
unglinstiger Nahrstoffmuster durch Supplementierung). Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Anpassung
der Verdauungskapazitat des Nutztieres an die besonderen Eigenschaften des Futters, was letztendlich
das Spektrum der ,verfltterbaren™ Biomasse erweitert. Dies ist ein groBes Entwicklungsfeld vor allem
flir enzymatische Futterzusatzstoffe.

Die Verbesserung der Verdauungskapazitat durch Supplementierung von exogenen Enzymen verfolgt
zwei verschiedene Ansatzpunkte. Auf der einen Seite stehen Enzyme, die vom Organismus selbst nicht
synthetisiert werden kénnen und die unverdauliche Komponenten des Futters in absorbierbare Néhr-
stoffe abbauen sollen. Auf der anderen Seite wird versucht, die kdrpereigene Enzymausstattung durch
Zulagen dhnlich wirkender Fremdenzyme zu verstarken und eventuell auftretenden Engpassen entge-
genzuwirken. Klassische Beispiele flir Enzyme der ersten Art sind die mikrobiellen Phytasen, die das in
allen Kérnern und Samen reichlich vorkommende Phytat abbauen und den freigesetzten Phosphor der
Verdauung durch das monogastrische Nutztier zufiihren. Als Enzyme der zweiten Art sind etwa Amyla-
sen und Proteasen zu nennen. Sie kénnen die Transformationseffizienz von Monogastriern betrachtlich
steigern. So berichtet beispielsweise Weber (2012) von einer um bis zu 8 % erhdhten Proteinverdau-
lichkeit bei Gefliigel durch Zulage von Proteasen. Bei Mastschweinen konnten die durchschnittlichen
taglichen Zunahmen durch den Einsatz von Amylasen, Mannosidasen und Proteasen zu einer mais-
und sojabasierten Ration gegeniber der Kontrolle signifikant verbessert werden (Jo et al., 2012).
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Auch beim Wiederkauer kann der Einsatz von Amylasen und Proteasen einen Beitrag zu einer verbes-
serten Nahrstoffausnutzung leisten (Ferraretto et al., 2011), vor allem wenn diese Nahrstoffe (Starke)
in einer schwer zuganglichen Form vorliegen, wie zum Teil in Mais oder Hirse (Eisenreich, 2007; Co-
lombatto und Beauchemin, 2009). Die Entwicklung von Enzymen zur Verbesserung der Verdauungs-
kapazitat von Nutztieren wird in Zukunft die effiziente Transformation von Biomasse in essbare
Produkte entscheidend fordern. Das wichtigste Ziel liegt hierbei wohl hauptsachlich in der Entwicklung
von Enzymen, welche bislang unverdauliche bzw. schwer verdauliche Faserkomplexe, wie Lignozellu-
lose, aufschlieBen und dadurch nutzbar machen.

Ein weiterer Ansatzpunkt fir die Verbesserung der Verdauungskapazitdt und damit auch der gesamten
Transformationseffizienz ist die Stabilisierung der Funktionalitat des Verdauungstrakts, denn ungtinsti-
ge Verhdltnisse verbrauchen erhebliche Mengen an Nahrstoffen und entziehen sie der Transformation
in essbare Produkte. Einer der Wege zur Stabilisierung der Funktionalitdt des Verdauungstrakts liegt in
der Elimination antinutritiver Faktoren. Ein Beispiel ist der Einsatz NSP-spaltender Enzyme beim Mono-
gastrier. Auch wenn die auf dem Markt befindlichen NSP-spaltenden Enzyme selbst keine absorbierba-
ren Monosaccharide freisetzen, so koénnen sie die Verdauungskapazitat dennoch erheblich férdern,
indem sie durch Abbau der Viskositat des Darminhalts neben hygienischen Aspekten auch den Zugriff
kdrpereigener Enzyme auf ihre Substrate erleichtern. Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt der Stabilisie-
rung der Funktionalitdt des Verdauungstrakts betrifft die Futter- und Darmhygiene monogastrischer
Nutztiere. Hier sind etwa die organischen Sauren, die Probiotika sowie die phytogenen Zusatzstoffe zu
nennen, deren positive Wirkung auf die Verdauungskapazitat vielfach untersucht und beschrieben
wurde (Beispiele fiir Reviews: Roth und Kirchgessner, 1998; Simon 2010; Windisch et al., 2008). Auch
bei Wiederkduern zeichnet sich ein gewisser Spielraum zur Stabilisierung der Vormagenverdauung
durch Futterzusétze ab (v.a. atherische Ole; z.B. Molero et al., 2004; Newbold et al., 2004).

Anpassung des Nutztieres

Die Veranderung der eingesetzten Futtermittel sowie die Erhdhung der Verdauungskapazitat durch
Zusatzstoffe kdnnen das Spektrum der verfligbaren Futterquellen bereits wesentlich vergréBern. Eine
vollstandig andere Blickrichtung bringen Uberlegungen, die Transformatoren selbst zu modifizieren
und diese an die verfiigbare, aber bislang noch nicht (hinreichend) nutzbare Biomasse anzupassen.
Dadurch werden die Mdglichkeiten und Grenzen der Nahrstofftransformation durch Nutztiere neu defi-
niert und bieten so die Chance zur ErschlieBung neuer Ressourcen an Biomasse. Hierfiir stehen im
Prinzip zwei Wege offen: Zum einen kdnnen die biologischen Eigenschaften bisheriger Nutztierspezies
so verandert werden, dass ihr Transformationsspektrum erweitert wird. Dies erfordert im Wesentli-
chen die Anwendung biotechnologischer Verfahren. Die zweite Richtung fiihrt dahin, dass man tber
die traditionell etablierten Nutztierspezies hinaus nach neuen Transformatoren Ausschau halt, die bis-
lang ungenutzte Biomasse in verwertbare Produkte (Futter- und/oder Lebensmittel) veredeln kénnen.

Gentechnische Veranderungen an lebensmittelliefernden Nutztieren haben in der westlichen Welt der-
zeit noch keinen nennenswerten Eingang in die landwirtschaftliche Produktion gefunden. Griinde lie-
gen hierbei sicherlich in der oftmals fehlenden Akzeptanz durch die Gesellschaft. Dennoch wird an
diesem Ansatz weltweit gearbeitet. Die Forschungsschwerpunkte im Bereich der Nutztiere liegen auf
der Verbesserung der Wachstumsleistung, der Verdnderung der N&hrstoffzusammensetzung fiir Le-
bensmittel und der Entwicklung von Krankheitsresistenzen. Ein in der Entwicklung bereits weit fortge-
schrittenes Beispiel flir die Einsatzmoglichkeit eines transgenen Nutztiers ist das Enviro-Pig der
Universitat Guelph/Kanada (Herzog, 2012). Hier wurde den Schweinen das bakterielle £. co/~Gen fiir
Phytase transferiert. Die Schweine exprimieren nun das Fremdenzym und sezernieren es mit dem
Speichel, so dass sie nun selber absorbierbaren Phosphor aus Phytat freisetzen kénnen. Dies reduziert
die erforderliche Supplementierung des Futters mit mineralischem Phosphor und senkt die Phosphor-
Emissionen um bis zu 65 % gegeniiber dem Wildtyp (Golovan et al., 2001).
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In der Aquakultur steht ein gentechnisch verandertes Nutztier bereits im Zulassungsverfahren zur
Markteinfiihrung in den USA. Es handelt sich um den AquAdvantage-Lachs (Fa. Aquabounty Techno-
logies) Hierbei werden Tiere des atlantischen Lachses mit Genen des pazifischen Kdénigslachses und
des Meeres-Dickkopfes modifiziert. Dazu wurde ein Genkonstrukt fiir ein Wachstumshormon in Kom-
bination mit einer Regulationssequenz fir das sogenannte Anti-Frost-Protein entwickelt. Dies flihrt
dazu, dass die Tiere auch bei niedrigeren Umgebungstemperaturen volle Wachstumsleistung bringen
und somit das Spektrum der Produktionsstandorte erheblich erweitert wird. Gleichzeitig werden vom
Hersteller Effizienzsteigerungen in der Futterverwertung von bis zu 10 % prognostiziert, sowie eine
Vordopplung der Wachstumsrate angenommen (Aqua Bounty Technologies, Inc., 2010).

Die zweite Mdglichkeit, bislang kaum verwertbare Biomasse nutzbar zu machen, ist die Suche nach
neuen Nutztieren (Transformatoren), entweder als direkter Ersatz fiir lebensmittelliefernde Nutztiere
oder als Zwischenstufen der gesamten Transformationskette. Ein besonderes Augenmerk bei dieser
Suche liegt derzeit auf den Insekten und Mollusken. Insekten stellen dabei die terrestrischen Vertreter
dar, um bisher ungenutzte oder schlecht verwertete Biomasse in hochwertige Futter- oder Nahrungs-
mittel zu transformieren. Mollusken hingegen sind potenzielle Kandidaten fiir die gesuchten ,Wieder-
kduer der Meere", die die groBen Mengen an pflanzlicher bzw. pflanzenahnlicher aquatischer
Biomasse, die ahnlich wie terrestrische Biomasse (iberwiegend aus schwer verdaulicher Faser besteht,
in hochwertige Lebensmittel oder Futtermittel transformieren kdénnten.

Wahrend Insekten in tropischen Landern schon immer zur Humanerndhrung beigetragen hatten, wer-
den sie in der westlichen Welt nur vereinzelt als Delikatessen angesehen und verzehrt (DeFoliart et
al., 1999). Dabei ist die Nahrstoffzusammensetzung dieser Tiere von sehr hoher Qualitdt und ware
deshalb prinzipiell als Futter- und/oder Nahrungsmittelquelle geeignet. Besonders die Protein- und
Fettgehalte (20-70 % bzw. 10-50 %) kénnen mit hochwertigen Fleischerzeugnissen sowohl quantitativ
als auch qualitativ durchaus konkurrieren (FAO, 2010). So zeichnet sich beispielsweise das Fettsaure-
muster von Insekten gegeniiber anderen tierischen Erzeugnissen durch einen hohen Anteil an langket-
tigen, ungesattigten Fettsauren aus (Feng, 2001). Wahrend die Larvalstadien aufgrund ihrer protein-
und fettreichen Kérperzusammensetzungen bessere Nahrwerte zeigen, kann der hohe Chitingehalt der
adulten Tiere moglicherweise positive Effekte auf die Gesundheit bringen, die allerdings noch nicht
ausreichend erforscht sind (Chen et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Grillen (Achaeta do-
mesticus) bei gleicher Ration eine 5fach héhere Futterverwertung als Mastrinder aufweisen. Wird zu-
satzlich auch noch die Reproduktionsrate mit einberechnet, betragt der Unterschied das 15-20fache
(Nakagaki et al., 1991). Entscheidend fiir die potenzielle Verwendung von Insekten als neue Nutztiere
ist jedoch die Frage, ob und mit welcher Effizienz sie faserreiche Biomasse in verwertbare Produkte
(Lebensmittel oder Futtermittel) transformieren kénnen. Bislang ist noch vollkommen unklar, welcher
Spielraum der Transformationseffizienz durch Insekten sich durch Optimierung der Rationszusammen-
setzung, Supplementierung von Futterzusatzstoffen (z.B. Aminosduren, Enzyme) und gar durch gen-
technische Veranderung der Insekten selbst eréffnen wird.

Ein fundamentales Problem bei der ErschlieBung neuer Futterquellen ist ihre Bereitstellung an sich.
Praktisch alle Futtermittel fiir Nutztiere sind terrestrischer Herkunft, miissen also auf der immer knap-
peren landwirtschaftlichen Nutzfladche angebaut werden. Dies gilt auch fiir Fischfutter, dessen Anteil
an Fischmehl aufgrund zunehmender Verteuerung stetig abnimmt und durch pflanzliche Produkte
zusehends ersetzt werden muss. Die moderne Aquakultur hangt somit in immer steigendem MaBe von
der Produktivitat der terrestrischen Bereitstellung von Futtermitteln ab. In diesem Zusammenhang
kénnte der ,aquatische Futterbau", also das Kultivieren von Pflanzen oder anderen nicht-tierischen
Organismen (Algen etc.) als potenzielles Gegenstiick zum ,agrarischen Futterbau™ vollkommen neue
Dimensionen eréffnen. Die ersten Ansdtze liefert der in Ostasien bereits seit Jahrhunderten etablierte
Anbau von Makroalgen (z.B. Rotalgen oder Braunalgen) in kiistennahen Gewassern und die Kultivie-
rung von Mikroalgen, allerdings primar als Produktionsmedium fiir nachwachsende Energietrager.

Die Biomasse von Algen besteht lberwiegend aus Kohlenhydraten, deren Zusammensetzung vom
Muster herkémmlicher pflanzlicher Futtermittel erheblich abweicht. Fiir terrestrische Nutztiere kann
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diese Biomasse durchaus gewisse prebiotische Effekte entfalten (O'Sullivan et al., 2010). Wegen ihrer
eingeschrankten Verdaulichkeit stellen sie jedoch keine hochwertigen Energie- und Nahrstofftrager flr
terrestrische Nutztiere dar. Dies ist der Grund, warum Algen, beispielsweise in Form von Seetang,
trotz lokal hoher Verfligbarkeit in der Tierernahrung einschlieBlich der Fiitterung von Wiederkauern
bislang keine quantitativ relevante Rolle gespielt haben.

Der geringe Futterwert von Algen fir terrestrische Nutztiere schlieBt die potenzielle Verwertung von
Algen als Futtermittel keineswegs kategorisch aus. Es ist vielmehr zu priifen, ob nicht vielleicht andere
Spezies als die etablierten Nutztiere in der Lage sind, die Kohlenhydrate der Algen effizient zu trans-
formieren. Mollusken (z.B. Schnecken und Muscheln) sind hierzu pradestiniert, denn sie leben unter
anderem von Algen. Tatsachlich konnte jlingst gezeigt werden, dass die StBwasser-Teichmuschel der
Gattung Anodonta liber Verdauungsenzyme verfiigt, die Laminarin effizient in Glucose abbauen kén-
nen (Michl, 2012: Lehrstuhl fiir Aquatische Systembiologie, WZW, Technische Universitat Minchen,
unverdffentlichte Daten). Dies ist insofern von Bedeutung, als Laminarin das Reservekohlehydrat von
Algen ist, ahnlich der Starke in terrestrischen Pflanzen. Der geringe Futterwert von Algen fiir terrestri-
sche Nutztiere liegt somit unter anderem am Fehlen geeigneter Verdauungsenzyme, die die (1—3)-B-
Verkniipfung der Glucose im Laminarin spalten kénnten. In einer weiteren Pilotstudie mit Posthorn-
schnecken wurde fiir die Verdaulichkeit der Trockenmasse von Rotalgen ein Uiberraschend hoher Wert
von 63 % gemessen, wahrend pelletiertes Fischfutter ,nur® 51 % erreichte (Fischbacher et al., 2013).
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass in aquatischen Systemen neben den klassischen Nutztieren
wie Fischen und Krustazeen, die mit relativ hochwertigem Futter versorgt werden miissen, mehrere
potenzielle Transformatoren zu finden sind, die momentan noch nicht oder kaum nutzbare Biomasse
in essbare oder als Futtermittel verwendbare Produkte umwandeln kénnen.

Fazit

Die Tiererndhrung wird zunehmend mit der Erzeugung von Lebensmitteln und industriellen Rohstoffen
(Energie, Baustoffe) um Futtermittel-taugliche Biomasse konkurrieren. In diesem Wettbewerb wird es
immer notwendiger werden, an der Verbesserung der Futterqualitdt von Biomasse zu arbeiten, deren
Verwendung als Futtermittel bislang limitiert war. Die Beseitigung von Flaschenhélsen im Futterwert
erstreckt sich allerdings nicht nur auf die Eigenschaften der jeweiligen Biomasse (z.B. Elimination von
Toxinen). Sie betrifft ebenso auch die Verdauung im Nutztier bis hin zur Absorption von Nahrstoffen.
Die Suche der Tiererndhrung nach neuen Futterquellen miindet somit unmittelbar in dem Ziel, die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der verfligbaren Biomasse mit der Verdauungskapazitat geeig-
neter Nutztierspezies in ein optimales Verhadltnis zu bringen und die Effizienz der gesamten Strecke
von der Biomasse bis zum Nutztier selbst zu maximieren. (Bio)technologische MaBnahmen werden
hierzu einen groBen Beitrag leisten.
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Einleitung

Als Fermentation oder Fermentierung (lat. fermentum ,,Garung™) bezeichnet man die Metabolisierung
von organischen Substraten durch Bakterien, Pilze oder Zellkulturen (Madigan et al. 2003). Die be-
kannteste Form der Fermentation ist neben der Produktion von Ethanol die im landwirtschaftlichen
Bereich weit verbreitet Konservierung von Futtermitteln durch Silierung. Des Weiteren wird aber auch
mit Hilfe dieser biotechnologischen Prozesse eine breite Palette an Produkten wie Enzyme, Antibiotika,
Aminosauren oder Bioethanol produziert. In der Landwirtschaft wird die Fermentation fiir die Konser-
vierung, die Hygienisierung oder auch zur Verbesserung der Verdaulichkeit von Nahrstoffen in Futter-
mitteln eingesetzt. Neben der Lagerung von Getreide in der Form von Silierung, oder der
Konservierung des ganzen Korns in gasdichten Silos, riickte in den letzten Jahren vor allem fiir
Schweineproduzenten die Fermentierung von Allein- oder Einzelfuttermitteln in den Focus. Hierbei soll
ein mikrobieller Aufschluss der Futterkomponenten eine Erhéhung des Futterwerts bewirken (Canibe &
Jensen 2003; Jgrgensen et al. 2010).

Die in den letzten Jahren gestiegenen Futterkosten beeinflussen maBgeblich die Wirtschaftlichkeit in
der Tierproduktion. In Osterreich und Bayern wird in der Mastschweineproduktion vor allem aus Kos-
tengriinden Mais in feuchter Form auf den Betrieben fiir die Lagerung konserviert. Diese Lagermég-
lichkeit von Feuchtgetreide findet zunehmend auch in der Legehennenhaltung Anwendung. Aus
diesem Grund soll im folgenden Beitrag vor allem der Einfluss der Konservierungsform von Mais
(Maiskornsilage vs. Ganzkornsilage) auf deren Nahr- und Mineralstoffverdaulichkeit erdrtert werden.
Dariiber hinaus sollen neue Einsatzmdglichkeiten des Fermentationsprozesses am Beispiel der Wei-
zenkleie aufgezeigt werden.

Fermentation und Nahrstoffverdaulichkeit

Grundsatzlich sollte bei der Fermentierung von Futtermischungen oder Einzelfuttermitteln eine ,ge-
richtete" Fermentation, welche mittels Zusatz von bestimmten Milchsaurebakterien bei einem geregel-
ten Temperatur/Feuchtigkeitsmilieu fir eine bestimmte Zeitdauer erfolgt, einer ,unkontrollierten®
Fermentation vorgezogen werden (Song et al. 2008). Des Weiteren zeigten Versuche, dass sich eine
fraktionierte Fermentierung von Einzelfuttermitteln oder der Getreidefraktion positiver auf die zoo-
technischen Parameter der Tiere auswirkte, als eine Fermentation der gesamten Futtermischung
(Canibe & Jensen 2007). Eine plausible Erklarung hierfiir scheint die durch den Fermentationsprozess
hervorgerufene Decarboxylierung der in der Futterration enthaltenen freien Aminosduren zu sein. Der
Abbau kann bis zu 40% der im Futter vorkommenden freien Aminosduren ausmachen (Canibe et al.
2007). In Folge kommt es zu einer nicht bedarfsgerechten Versorgung der Tiere mit Lysin (Canibe &
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Jensen, 2010). Weiters werden auch die beobachteten Riickgange in der taglichen Futteraufnahme
durch die erhéhten Gehalte an biogenen Aminen wie Cadaverin und den damit verbundenen schlech-
teren Geschmack des Futters begriindet (Canibe & Jensen, 2003; 2010).

Eine Fermentation von Einzelfuttermitteln kann auch in Form einer Silierung oder Konservierung durch
Luftabschluss ohne Zugabe von Fliissigkeiten oder mittels thermischer Regulation erreicht werden. In
Osterreich und Bayern wird diese Art der Fermentation vor allem zur kostengiinstigen Lagerung von
Feuchtmais herangezogen.

In einer Versuchsreihe unseres Institutes wurden die Auswirkungen unterschiedlicher Konservierungs-
verfahren von Mais (Trocknung, Maiskornsilierung (MKS), Ganzkornsilierung (GKS)) mit und ohne
Phytasezusatz auf die scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit der Rohndhrstoffe untersucht. Die Ge-
samttraktverdaulichkeit der Trockenmasse und der organischen Substanz von Mais wurde weder
durch den Silierprozess noch durch den Phytasezusatz beeinflusst (Humer et al. 2013). Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen auch Pedersen und Stein (2010). Auf Basis der ilealen Verdaulichkeit konnten in
der Literatur hingegen Verbesserungen bei fermentiertem Sojaprotein und hier vor allem bei der Pro-
tein- bzw. Aminosdureverdaulichkeit festgestellt werden (Min et al. 2009). Im Gegensatz dazu stellten
Pedersen und Stein (2010) eine Verringerung der ilealen Proteinverdaulichkeit in fermentiertem Futter
fest. Unterschiede in den verwendeten Futtermitteln, in der Zusammensetzung der Versuchsrationen
und den vorliegenden Inositolphosphat-Nahrstoffkomplexen, kdnnten hierfiir verantwortlich sein.

In einem an die Praxis angelehnten Verdaulichkeitsversuch mit restriktiv gefiitterten Mastschweinen
(35 kg - 56 kg LM) in dem die konservierten Maisformen kurz vor der Fltterung mit einem bedarfsde-
ckenden EiweiBerganzer basierend auf Sojaextraktionsschrot HP und Gerste versetzt wurden, konnten
wir eine um durchschnittlich 11,7% verbesserte Tageszunahme (p<0,1) und eine um 7,0% verbesser-
te Futterverwertung (p>0,1) verursacht durch die beiden Fermentationsformen (Maiskornsilierung
bzw. Ganzkornsilierung) fest stellen (Humer und Schedle 2013). Die Literatur berichtet von wider-
spriichlichen Ergebnissen zu dieser Thematik. Auch Liu et al. 2007 erreichten eine verbesserte Tages-
zunahme und Futterverwertung durch den Einsatz von fermentiertem Sojaschrot im Ferkelfutter. Im
Gegensatz dazu stellten Canibe und Jensen (2007) eine numerische Verschlechterung der Futterver-
wertung sowohl in einer fermentierten Erganzungsfuttermischung (31% Gerste, 31% Weizen, 22%
Sojaschrot, 8% Fischmehl, 5% Fett) als auch bei einem fermentierten Alleinfutter im Vergleich zu
trocken gefiitterten Schweinen fest. Canibe und Jensen (2003) berichten wiederum von einer verrin-
gerten tdglichen Futteraufnahme und einer dadurch bedingten schlechteren Tageszunahme bei
gleichbleibender Futterverwertung bei der Verfiitterung von fermentiertem Fliissigfutter im Vergleich
zu Trockenfutter. Die Autoren begriinden die schlechte Futteraufnahme vor allem durch verringerte
Schmackhaftigkeit des fermentierten Futters.

Grundsatzlich kann die Fermentationstechnologie zu einer Verbesserung der Nahrstoffverdaulichkeit
bei Futtermitteln und somit zu hdheren zootechnischen Leistungen fiihren. Dennoch besteht vor allem
bei der Fermentation von fliissigem Futter noch erheblicher Forschungsbedarf, um diesen Prozess zu
optimieren.

Das Potential der Fermentation zur Steigerung der Calcium- und
Phosphorverdaulichkeit in pflanzlichen Futtermitteln am Bei-
spiel unterschiedlicher Maisfermente

Phosphor (P) liegt in Pflanzen GroBteils als Phytat (/myo-Inositol-Hexakisphosphat), einem Ester aus
Phosphorsaure und Inositol, vor (Greiner & Egli, 2003). Im getrockneten Maiskorn liegen 60 bis 90%
des enthaltenen P in dieser vom monogastrischen Tier kaum nutzbaren Form dar (Nuss &
Tanumihardjo, 2010), wobei der Gehalt durch verschiedene Behandlungsverfahren minimiert werden
kann (Blaabjerg et al. 2010). In zwei nach den Richtlinien der GfE (1994) durchgefiihrten Verdaulich-
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keitsversuchen mit drei unterschiedlichen Maiskonserven konnte wir einen positiven Einfluss des Fer-
mentationsprozesses auf die scheinbare P-Verdaulichkeit beim Mastschwein feststellen (Humer et al.
2013). Die Konserven wiesen folgende Trockenmassegehalte auf: Mais 88%, MKS 78% und GKS 75%.
Die Silierung von Mais erhdhte die P-Verdaulichkeit im Vergleich zum getrockneten Maiskorn, sowohl
bei vorhergehender Vermahlung (MKS: +52%) als auch bei Ganzkornsilierung (GKS: +30%) (Tabel-
le 1). Auch beim Parameter Calcium (Ca)-Verdaulichkeit konnte eine Steigerung um durchschnittlich
15% bei den fermentierten Maiskonserven verzeichnet werden.

Eine Supplementierung mit 750 FTU/kg einer £. coli Phytase fiihrte zu einer Erhéhung der P-Verdau-
lichkeit (Tabelle 2). Obwohl die Phytase-induzierte Steigerung im fermentierten Maiskorn mit +37% in
MKS und +51% in GKS geringer war als im getrockneten Mais (+74%), wiesen dennoch die fermen-
tierten Maiskonserven hohere absolute P-Verdaulichkeitswerte als der getrocknete Mais auf. Auch in
diesem Versuch war eine 9% hohere Ca-Verdaulichkeit bei fermentiertem Mais erkennbar, der Phyta-
sezusatz bewirkte hingegen keine signifikante Steigerung. Uber den Harn wurden sowohl in Folge des
Fermentationsprozesses als auch des Phytasezusatzes geringere Ca-Mengen ausgeschieden, was auf
eine verbesserte Nutzung des aufgenommenen Ca in Folge erhdhter P-Verdaulichkeit hinweist.

Tabelle 1: P- und Ca-Verdaulichkeit, sowie P- und Ca- Ausscheidung Uber Harn ohne Phytasezusatz
(Humer et al. 2013)

Konservierungsform
Parameter Mais MKS GKS P-Wert P Wertl)
Kontrast
P-Verdaulichkeit 0,27° 0,41° 0,35° 0,0003 0,0001
Ca-Verdaulichkeit 0,59° 0,69° 0,67° <0,0001 <0,0001
P Harn (mg d}) 7,1 8,6 6,9 0,2373 0,4861
Ca Harn (g d?) 2,25 2,0® 2,33@ 0,0836 0,5347

1) Kontrast fermentierter vs. getrockneter Mais

Tabelle 2: P- und Ca-Verdaulichkeit, sowie P- und Ca- Ausscheidung lUber Harn mit Phytasezusatz
(Humer et al. 2013)

Konservierungsform
Parameter Mais MKS GKS P-Wert P-Wert 1
Kontrast
P-Verdaulichkeit 0,47° 0,56° 0,53* 0,0039 0,0023
Ca-Verdaulichkeit 0,67° 0,73 0,73° 0,0221 0,0081
P Harn (mg d*) 15,9° 24,8° 14,6° 0,0008 0,0624
Ca Harn (g d?) 1,43 0,85° 1,06° 0,0002 0,0002

1) Kontrast fermentierter vs. getrockneter Mais

Ein mdglicher Grund fiir die Steigerung der Mineralstoffverdaulichkeit kénnte in der Aktivierung der
nativ im Maiskeimling enthaltenen Phytase in Folge der pH-Wert-Senkung liegen (Kozlowska et al.
1996; Konietzny & Greiner, 2002). Weiters sollen auch Milchsdurebakterien in der Lage sein den Ge-
halt an Phytat-P zu verringern (Lopez et al. 2000; Hotz & Gibson 2001; Skrede et al. 2007). Da in
keiner der Maiskonserven Phytaseaktivitét detektierbar war (<80 FTU/kg), scheinen vor allem die
Milchsdaurebakterien fiir den Abbau des Phytat-P bedeutend zu sein.

Somit kann zusammengefasst werden, dass Zulagen an mineralischem Phosphor durch die in Folge
der Silierung des Maiskornes erhdhte P-Verdaulichkeit reduziert werden kénnen. Darliber hinaus wer-
den exzessive P-Ausscheidungen tber den Kot reduziert und somit die Umwelt entlastet. Eine weitere
Verbesserung ist durch den Zusatz mikrobieller Phytase erreichbar. Die durch den Fermentationspro-
zess entstandenen Vorteile bleiben jedoch weiterhin bestehen.
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Ausweitungsmoglichkeiten des Einsatzes von industriellen Ne-
benprodukten in Futterrationen fiir monogastrische Nutztiere
durch Fermentation am Beispiel der Weizenkleie

Weizenkleie fallt bei der Erzeugung von Mehl an. Die Verwendung von Weizenkleie beschrankt sich
derzeit vorwiegend auf den didtetischen Einsatz in der Humanerndhrung sowie als Futtermittel. Ande-
re Einsatzbereiche konnten bisher aus 6konomischer und wissenschaftlicher Sicht nicht realisiert wer-
den. Da Kleie jedoch (ber einige wertvolle Inhaltsstoffe (Protein, Mengen- und Spurenelemente)
verfligt, ist eine effizientere Nutzung dieses Nebenstroms der Lebensmittelindustrie wiinschenswert
und kann einen wesentlichen Beitrag zur Bereinigung der Nahrungsmittelkonkurrenz zwischen Mensch
und Tier leisten.

Weizenkleie wird bisher nur in kleinerem Umfang und ohne weitere Modifikation dem Futter beige-
mengt. Dies ist dadurch bedingt, dass vor allem die Fraktion der Nahrungsfaser, welche in der Wei-
zenkleie bis zu 50% der Nahrstoffe betragt, vom tierischen Organismus nicht verwertet werden kann.
Durch eine ,gerichtete™ Fermentation sollen nun die antinutritiven Eigenschaften der schwer fermen-
tierbaren Kleie reduziert werden, um so einen Mehrwert dieses Produktes zu generieren. Zum einen
soll auch der Phytat-gebundene Phosphor durch den Prozess der Fermentation teilweise verfiigbar
gemacht werden, zum anderen sollen unverdauliche Bestandteile (z.B. Hemicellulosen) mdglichst in
Einzelbausteine zerlegt werden, um den Anteil an verwertbaren Nahrstoffen zu erhéhen.

In einer geplanten Forschungsarbeit soll der Nahrwert von Weizenkleie durch Fermentation und Extru-
sion gesteigert und aus 6konomischer und 6kologischer Sicht eine nachhaltige Verwendung dieses
Nebenproduktes erreicht werden. Erste /in-vitro Verdaulichkeitsergebnisse nach der Methode von Boi-
sen und Fernandez (1997) zeigen, dass durch eine ,gerichtete™ Fermentationen mit unterschiedlichen
Bakterienarten die Verdaulichkeit der organischen Substanz sowohl positiv als auch negativ beeinflusst
werden kann (Kraler et al. 2013). Die Umsetzung der gewonnenen Forschungsergebnisse sollte —
unter Anwendung eines gezielten Fermentationsprozesses — zukiinftig auch bei schwer fermentierba-
ren Futtermitteln einen héheren Futterwert generieren kénnen.

Schlussfolgerungen/Ausblick

Aus den bis dato in der Literatur verdffentlichen Versuchen lasst sich ableiten, dass die Fermentation
von Einzelfuttermitteln zu einer Verbesserung der zootechnischen Leistungen und somit zu einem
geringeren Verbrauch von Ressourcen wie Phosphor oder Protein fiihren kann. In weiterer Folge tragt
das Verfahren der Fermentation von Futtermitteln somit zu einer Reduzierung der Umweltbelastung
bei der Produktion von tierischen Lebensmitteln bei. Zukiinftig scheint durch eine ,gerichtete™ Fermen-
tation die Mdglichkeit gegeben, faserreichen Futtermitteln wie zum Beispiel Weizenkleie, eine gréBere
Bedeutung als Futtermittel in Rationen fiir monogastrischen Nutztiere zukommen zu lassen.
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Introduction

The cost of feed is the most important cost of pig meat production (#60-70%) and the energy com-
ponent represents the greatest proportion. Therefore, it is important to estimate precisely the energy
value of feeds, either for least-cost formulation purposes or for adapting feed supply to energy re-
quirements of animals. In addition, energy supply has an important impact on performance of ani-
mals. Evaluation of energy content of pig feeds is firstly and most commonly based on their DE or ME
contents. However, the closest estimate of the "true" energy value of a feed corresponds to its NE
content which takes into account differences in metabolic utilization of ME between nutrients. In addi-
tion, NE is the only system in which energy requirements and diet energy values are expressed on a
same basis which should theoretically be independent of the feed characteristics. The objectives of
this review paper are to present the available energy systems for pig feeds with emphasis given to NE
systems and to evaluate their ability for predicting pig performance. Methodological aspects of energy
evaluation of pig feeds and complementary information have been considered in previous reviews
(Noblet et al., 2003; Noblet and van Milgen, 2004; Noblet, 2006).

Energy utilization

For most pig diets, the digestibility coefficient of energy (DCe) varies between 70 and 90% but the
variation is larger for feed ingredients (10 to 100%). Most of the variation of DCe is related to the
presence of dietary fiber (DF) which is less digestible than other nutrients (<50% vs 80-100% for
starch, sugars, fat or protein) and which also reduces the apparent fecal digestibility of other dietary
nutrients such as crude protein and fat. Consequently, DCe is linearly and negatively related to the DF
content of the feed (Le Goff and Noblet, 2001). The coefficients relating DCe to DF are such that DF
essentially dilutes the diet, at least in growing pigs (table 1). In other terms, even though DF is partly
digested by the young growing pig, it provides very little DE to the animal. Digestibility of energy can
be modified by technological treatments. Pelletting, for instance, increases the energy digestibility of
feeds by about 1% (Noblet 2006; Le Gall et al. 2009). However, the improvement is more important
for some ingredients such as full fat rapeseed or (high oil) corn for which pelletting improves the di-
gestibility of fat with subsequent marked differences in their DE value between mash and pellet forms
(Noblet, 2006).

Energy digestibility is also affected by animal factors. In growing pigs, DCe increases with increasing
BW (Noblet 2006; Noblet et al. 2013) and the largest effect of BW is observed when adult sows either
pregnant or lactating and (close to) ad libitum growing pigs are compared (Le Goff and Noblet 2001;
Le Gall et al. 2009). The difference due to BW increase is the most pronounced for high fiber diets or
ingredients. The negative effect of DF on DCe is then lower in adult pigs than in growing pigs (ta-
ble 1). In the case of adult sows and "60 kg" growing pigs, the DE value is 1.8, 4.2, 6.0, 10.3 and
16.6% higher in sows for wheat, corn, soybean meal, wheat bran and corn gluten feed, respectively
(Sauvant et al. 2004). This improvement of energy digestibility with BW is mainly related to an im-
proved digestive utilization of DF. The effect of feeding level on DCe is negligible even when lactating
sows and gestating sows fed at very different energy supplies are compared. Little information con-
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cerning comparative digestibility in piglets and growing pigs is available. Considering that piglets are
usually fed low-fiber diets for which the effect of BW is minimized, piglets can, from a practical point
of view, be considered as growing pigs concerning the digestive utilization of energy.

The ME content of a feed is the difference between DE and energy losses in urine and gases (me-
thane). In growing pigs, average energy loss in methane is equivalent to 0.4% of DE intake and is 2-
3 times this amount in adult sows. Energy loss in urine represents a variable percentage of DE since
urinary energy depends greatly on the urinary nitrogen excretion. At a given stage of production, uri-
nary nitrogen excretion is mainly related to the (digestible) protein content of the diet (table 1). On
average, it represents about 4% of the DE value. However, this mean value cannot be applied to sin-
gle feed ingredients. The most appropriate solution is to estimate urinary energy (ki/kg feed DM)
from urinary nitrogen (g/kg feed DM) according to the following equation (in growing pigs):
Urinary energy = 192 + 31 x urinary nitrogen

with urinary nitrogen representing 50% of digestible nitrogen or 40% of total nitrogen (Noblet et al.
2004).

Table 1: Effect of diet composition (g/kg dry matter) on energy digestibility (DCe, %), ME:DE coeffi-
cient (%) and efficiency of utilization of ME for NE of mixed diets for growth (kg, %)*

Equation RSD Source®
1 DCe =98.3-0.090 x NDF 2.0 1
2 DCe =96.7 - 0.064 x NDF 2.2 1
3 ME/DE = 100.3 - 0.021 x CP 0.5 1
4 kg=74.7 +0.036 x EE + 0.009 x ST - 0.023 x CP - 0.026 x ADF 1.2 2

@ CP: crude protein, NDF: Neutral Detergent Fibre, EE: ether extract, ST: starch, ADF: Acid Detergent Fibre; RSD:
Residual standard deviation

®1: Le Goff and Noblet 2001 (n=77 diets; equations 1 and 3 in 60 kg growing pigs and equation 2 in adult sows,
respectively); 2: Noblet et al. 1994a (n=61 diets; 45 kg pigs)

Net energy is defined as ME minus heat increment associated with metabolic utilization of ME and to
the energy cost of ingestion, digestion and some physical activity. Practically, it is calculated as the
sum of measured retained energy and fasting heat production (Noblet et al. 1994a). This latter value,
estimated as 750 kJ per kg of metabolic body size (BW®°) in the studies of Noblet et al. (1994a), has
been confirmed in several later studies in our research group (Barea et al. 2010). The NE content, as
a percentage of ME content (k) corresponds to the efficiency of utilization of ME for NE. The variations
in k are due to differences in efficiencies of ME utilization between nutrients with the highest values
for fat (~90%) and starch (~82%) and the lowest (~60%) for DF and crude protein; k as obtained in
growing pigs is then directly dependent on diet chemical composition (n=61 diets; table 1) with posi-
tive effects of starch and fat on k and negative effects of DF and protein. Additional measurements
conducted in pigs which differed for their BW and the composition of BW gain suggest that the effi-
ciency of ME for NE is little affected by the composition of BW gain, at least under most practical con-
ditions (Noblet et al. 1994b). Similarly, the ranking between nutrients for efficiencies is similar in adult
sows fed at maintenance level and in growing pigs (Noblet et al. 1993). Finally, the heat increment
associated with protein utilization, either retained as protein or catabolized, is constant (van Milgen et
al., 2001) which means that the NE value of dietary CP is not dependent on its final utilization (deposi-
tion vs. deamination).

The NE measurements conducted on 61 diets by Noblet et al. (1994a) were also used to establish
prediction equations relating dietary NE to different predictors such as DE or ME and chemical indica-
tors or digestible nutrients; the most practical ones have been used for the establishment of the INRA
& AFZ feeding tables (Sauvant et al. 2004) or the EvaPig software (www.evapig.com); they are listed
in table 2. Comparable equations have also been produced by Schiemann et al. (1972) and further
applied/adjusted in the Dutch feeding tables (CVB).
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Table 2: Equations for prediction of NE in feeds for growing pigs (NEg; 61 diets; MJ/kg dry matter
and % of DM; adapted from Noblet et al. 1994a)

N° Equation®
5 NEg2 = 0.121 DCP + 0.350 DEE + 0.143 ST + 0.119 SU + 0.086 DRes
6 NEg4 = 0.703 DE - 0.041 CP + 0.066 EE - 0.041 CF + 0.020 ST
7 NEg7 = 0.730 x ME - 0.028 x CP + 0.055 x EE - 0.041 x CF + 0.015 x ST

@ CP: crude protein, EE: ether extract, ST: starch, DCP: digestible CP, DEE: digestible EE, DRes: digestible residue
(i.e., difference between digestible organic matter and other digestible nutrients considered in the equation).

Energy systems

Apart from direct measurement on pigs, the DE and ME values of raw materials can be obtained from
feeding tables (Sauvant et al. 2004; EvaPig; NRC 2012). But the utilization of these tabulated values
should be restricted to ingredients having chemical characteristics similar or close to those in the ta-
bles. However, practically, the chemical composition and therefore the energy value of most raw ma-
terials differ from those listed in the feeding tables. It is then advised to correct the energy value for
differences in chemical composition between ingredients proposed in the tables and those actually
available for least-cost formulation; the EvaPig tool has been proposed for such a purpose
(www.evapig.com). As illustrated in the previous section, DCe is affected by BW of the animals. It is
therefore appropriate to use DE and ME values adapted to each BW class. However, from a practical
point of view, it is suggested to use only two values, one for "60 kg" pigs which can be applied to
piglets and growing-finishing pigs and one for adult pigs applicable to both pregnant and lactating
sows. The INRA & AFZ feeding tables propose such a differentiation (Sauvant et al. 2004) and the re-
calculation of both energy values according to the chemical characteristics of ingredients is possible
from the EvaPig software (www.evapig.com). Finally, a rather frequent difficulty in feed evaluation
consists in estimating the energy value of compound feeds when their ingredients composition is un-
known. The best solution is then to use prediction equations based on chemical criteria (Le Goff and
Noblet 2001; EvaPig) or estimates from near infrared or /n vitro methods (Noblet and Jaguelin-
Peyraud 2007).

All published NE systems for pigs combine the utilization of ME for maintenance and for growth or for
fattening. The system proposed by Noblet et al. (1994a) and applied in the INRA & AFZ feeding tables
(Sauvant et al. 2004) is based on a large set of measurements (61 diets) and the NE prediction equa-
tions that have been generated from these measurements (table 2) are applicable to ingredients and
compound feeds and at any stage of pig production (Noblet, 2006). It is important to point out that
different DE values or digestible nutrient contents should be used in growing-finishing pigs and adult
sows with two subsequent NE values. Similarly, reliable information on digestibility of energy or of
nutrients is absolutely necessary for an accurate prediction of NE content of pig feeds. In fact, this
information represents the most limiting factor for predicting energy values of pig feeds. From that
point of view, the lack of comprehensive information on effects of technology (pelletting, extrusion,
enzymes addition, etc.) is a major limiting factor for getting accurate estimates of energy values for
swine whatever the system used.

Comparison of energy systems

Assuming that NE represents the best estimate of the "true" energy value of feeds and according to
differences in efficiencies of nutrients ME for NE, the energy value of protein-rich or fibrous feeds is
overestimated when expressed on a DE (or ME) basis. On the other hand, fat or starch sources are
underestimated in DE and ME systems (Table 3). With regard to NE for pigs, several systems have
been proposed over the last 40-50 years. The INRA proposal (Noblet et al. 1994a; 2004) is probably
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the most advanced system which has been validated by calorimetry measurements (figure 1) and
growth trials (Noblet, 2006; table 4).

Indeed, as previously mentioned, it is extremely important to use the same energy system for ex-
pressing the diet energy values and the animal energy requirements. From that point of view, the only
energy system in which the requirements are the most independent on diet characteristics should be
the NE system. This is illustrated by several growth trials conducted with variable dietary fat or CP
levels that show that the energy cost of growth or the daily energy requirement are independent on
diet composition when expressed on a NE basis. On the other hand, on DE or ME bases, the energy
cost is increased when CP content is increased or decreased when fat content is increased (Table 4).
In other terms, relative to the NE system, the DE and ME systems are less able to predict the perfor-
mance of growing pigs and reproductive sows.

Table 3: Relative DE, ME and NE values of ingredients for growing pigs®

DE ME NE NE/ME, %
Animal fat 243 252 300 90
Corn 103 105 112 80
Wheat 101 102 106 78
Reference diet 100 100 100 75
Pea 101 100 98 73
Soybean (full-fat) 116 113 108 72
Wheat bran 68 67 63 71
Soybean meal 107 102 82 60

@ From Sauvant et al. (2004). Within each system, values are expressed as percentages of the energy value of a
diet containing 68% wheat, 16% soybean meal, 2.5% fat, 5% wheat bran, 5% peas and 4% minerals and vita-
mins.

NE measured
S

NE calculated

Figure 1: Relationship between measured NE values of compound feeds (n=41; indirect calorimetry
method) and NE calculated according to NE prediction equations of Noblet et al. (1994a) (INRA data)

Energy requirements

Energy requirements are expressed on different bases. In ad /ibitum fed pigs, they consist mainly in
fixing the diet energy density according to regulation of feed intake (appetite), growth potential of the
pig, climatic factors or economical considerations. In restrictively fed growing pigs or in reproductive
sows, it is necessary to define feeding scales according to expected performance. In more sophisticat-
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ed or more theoretical approaches (factorial approach or modeling approach), it is necessary to de-
termine the components of energy requirements (maintenance, growth, milk production, thermoregu-
lation, etc.). Whatever the level of approach, most trials and recommendations were conducted
according to DE and ME estimates for feeds and conclusions were expressed as DE or ME values.
These recommendations were obtained with rather conventional feeds, i.e. cereals-soybean meal
based diets whose efficiency of ME utilization in growing pigs is close to 74%; this latter value also
corresponds to the average efficiency obtained on 61 diets by Noblet et al. (1994a). The proposal is
then to estimate the NE recommendations (diet energy density, daily energy requirements, compo-
nents of energy requirements, etc.) as DE or ME requirements multiplied by 0.71 or 0.74, respectively.
This proposal is applicable at any stage of pig production, including pregnant or lactating sows, since
NE value is calculated for any stage from one single set of equations obtained in growing pigs (Noblet,
2006). However, DE or ME or digestible nutrients may differ between stages of production, i.e. grow-
ing-finishing pigs vs reproductive adult sows, with subsequent different NE values.

Table 4: Performance of growing-finishing pigs according to energy system and diet characteristics®

Energy system DE ME NE
Trial 1: Added fat (%)
0 100 100 100
2 100 100 100
4 99 99 100
6 98 98 100
Trial 2: crude protein content (30-100 kg)
Normal 100 100 100
Low 96 97 100
Trial 3: crude protein content (90-120 kg)
Normal 100 100 100
Low 97 98 100

@ Energy requirements (or energy cost of BW gain) for similar daily BW gain and composition of BW gain; values
are expressed relative to the energy requirement (or energy cost of BW gain) in the control treatment (consid-
ered as 100; values in bold characters); from Noblet (2006), Wu et al. (2007) and unpublished data

Conclusion

This review indicates that energy value of pig feeds can be measured according to different criteria
(DE, ME or NE). The most advanced and practically applicable energy evaluation system appears the
NE system proposed by Noblet et al. (1994a) for which energy values of most ingredients used in pig
diets are available (Sauvant et al. 2004). In addition, these authors have proposed energy values that
are different for growing and adult pigs and also a tool for adjusting the energy values (DE, ME and
NE) for variability in chemical composition of raw materials (EvaPig: www.evapig.com ). This system
has been widely used in Europe, North America (NRC, 2012), Brazil (Rostagno et al. 2011), PR of Chi-
na and in many major international feed companies. This review also indicates that the relative energy
density or the hierarchy between ingredients depends on the energy system with considerable varia-
tions between ingredients or compound feeds when either fat or crude protein contents deviate from
values in standard diets. Even it has not been considered in detail in this review, the change from DE
or ME systems to a NE system is usually associated with a shift in diet composition with lower crude
protein contents and slightly higher fat levels. Finally, significant improvements in prediction of energy
value of pig feeds will come from an improved knowledge of energy and nutrients digestibility, which
depends on chemical characteristics of the feed, (bio)technological treatments and animal factors.
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Improvements in energy evaluation will also come from proposals for rapid and non-invasive predic-
tion methods such as /n vitro or NIR methods.
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Moglichkeiten der Futterwertverbesserung beim Gefliigel

Heinz Jeroch

Universitat Warmia und Mazury in Olsztyn, Department flr Geflligelwissenschaften,
Olsztyn, PL

Einleitung und Problemstellung

Fir die Erzeugung von Eiern und Geflligelfleisch steht weltweit ein sehr leistungsfahiges Tiermaterial
zur Verfligung. Legehybriden kdénnen inzwischen 16 Legemonate genutzt werden. Die Leistungsdaten
von Braunleger fir diese lange Legeperiode betragen (Lohmann Tierzucht, 2011): 405 Eier, 26,5 kg
Eimasse (jeweils Anfangshenne), 65,5 g mittleres Eigewicht, 2,1 kg Futter/kg EM. In der Broilermast
werden fiir schnellwachsende Hybriden (im Mittel beider Geschlechter) in 5 Mastwochen 2,1 kg Le-
bendgewicht und 1,6 kg Futter/kg Zunahme als Leistungsziele genannt (ROSS, 2008). Das genetische
Potenzial von Legehennen und Mastgefliigel (Broiler, Puten, Enten) kann nur dann nahezu ausge-
schopft werden, wenn - neben der Sicherstellung optimaler Haltungsbedingungen und weiterer Anfor-
derungen - die Tiere Futterrationen erhalten, die hochverdaulich sind sowie eine hohe Nahrstoff- und
Energiedichte in erndhrungsphysiologisch optimalen Relationen aufweisen (Jeroch et al., 2013). Hinzu
kommen weitere Anforderungen an das Futter, wie hygienisch unbedenklich, gesundheitsférdernd,
keine nachteiligen Effekte auf die Produktqualitat, umweltfreundlich. Diese Futteranspriiche schranken
die mogliche verfligbarer Einzelfuttermittelpalette fiir Gefliigelrezepturen deutlich ein. Sie erfordern
bei verschiedenen Rohstoffen auBerdem Einsatzrestriktionen bis zum Einsatzverzicht, insbesondere
wegen antinutritiver und unerwiinschter Inhaltsstoffe.

Im Gefliigelmischfutter (BR Deutschland) kommen derzeit die aus Tabelle 1 zu entnehmenden Roh-
stoffe zum Einsatz. Es dominieren eindeutig Getreide (hauptsachlich Weizen und Kérnermais) und
Sojaextraktionsschrot in den Rezepturen. Diese Rohstoffe sind gleichfalls wertvolle Nahrungsmittel
bzw. Nahrungsmittelausgangserzeugnisse; die Getreidearten werden auBerdem fiir die Bioethanoler-
zeugung (!!!) verwendet.

Tabelle 1: Rohstoffverbrauch fiir Geflligelmischfutter (DVT, 2013)

Rohstoff/-gruppe Einsatzmengen in Mio. tin Rohstoffherkunft
Legehennenfutter | Hihnermastfutter

Getreide, (Leguminosen) 1,4 (61) 1,6 (62) D, EU,

Sojaextraktionsschrot 0,3(13) 0,519 Sldamerika, USA, (EU)

Andere Extraktionsschrote (Raps, Sonnen- | 0,15 (6,5) 0,1(4) D, EU

blumen)

Nebenprodukte der Lebensmittelindustrie 0,15 (6,5) 0,15 (5,5 D, EU

Ole und Fette 0,1(4,3) 0,15 (5,5 D, EU, Drittlander

Mineralische Rohstoffe 0,2 (8,7) 0,1 (4) D, EU, Drittlander (Phos-
phate)

Summe 2,3 (100) 2,6 (100)

Die verfiigbaren Futterressourcen sind insgesamt begrenzt. Deshalb missen die Futterndhrstoffe mit
hoher Effizienz bei der Erzeugung tierischer Nahrungsmittel genutzt werden. Beim Gefliigel steht eine
hohe Konvertierung des Futterproteins in Ei- und Fleischprotein im Vordergrund. Eigene Berechnun-
gen (Jeroch et al., 2013) ergaben die folgende mittlere Nutzungseffizienz (Anteil des Futterproteins
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das in Ei- und Geflligelfleischprotein wieder gefunden wird): Ei =33%, Broilerfleisch ~26%, Puten-
fleisch 224% und Entenfleisch %20%. Zur Verbesserung der Konvertierung sind alle Méglichkeiten im
Rahmen der Geflligelerndhrung zu nutzen. MaBnahmen zur Futterwertverbesserung kénnen hierzu
messbare Beitrage leisten. Des Weiteren ergeben sich dadurch erweiterte Einsatzmdglichkeiten fiir
konventionelle Futtermittel bzw. es werden neue Rohstoffe fiir die Geflligelfiitterung verfugbar.

Ziele und Methoden zur Futterwertverbesserung

Die wesentlichen Ziele zur Futterwertverbesserung beim Gefliigel lassen sich wie folgt zusammen-
fassen:

e Sicherung einer hohen Futteraufnahme, Steigerung des Futterverzehrs,

e Anreicherung der Futtermittel mit wertvollen Futterinhaltsstoffen, Verminderung der Anteile
nicht- bzw. schwerverdaulicher Futterinhaltsstoffe,

e Beseitigung bzw. Reduzierung von antinutritiven Futtermittelbestandteilen und unerwiinschten
Stoffen,

e Optimierung der Verdauungsprozesse, Erhaltung der Darmgesundheit, Verbesserung der
Nahrstoffresorption und Erhéhung des Futterwertes sowie

e Verbesserter Hygienestatus von Rohstoffen und Mischungen.

Nach wie vor sind klassische Methoden/Verfahren aktuell. Sie wurden in den letzten Jahren weiter
entwickelt und durch ,,Neue" erganzt. Zur Futterwertverbesserung von Einzelfuttermitteln und Futter-
mischungen fiir Gefliigel sind vor allem die folgenden Methoden/Verfahren bedeutsam:

e Konventionelle Ziichtungsverfahren/gentechnische Methoden,
e [Biologische Behandlungen (z.B. Fermentieren)],

e Ergdnzung mit Futterzusatzstoffen (Futterenzyme, Probiotika, organische Saduren, Phytobioti-
ka),

e Chemische Behandlungen (u.a. Dekontamination),

e Technische Bearbeitungen/Behandlungen (Reinigung, Zerkleinern, Entspelzen/Schalen, Pelle-
tieren, Toasten, Hygienisierung, Extrudieren, Expandieren u.a.).

Rapssaat und Rapsfuttermittel als Beispiel fiir gezielte und er-
folgreiche Futterwertverbesserungen

Erfolge der Rapsziichtung

Die Rapsziichtung in Europa und in Kanada hat in den letzten Jahrzehnten einen enormen Beitrag zur
Qualitatsverbesserung der Rapssaat fir die Human- und Tiererndhrung geleistet (Tabelle 2). Aus ei-
nem technischem Ol mit hohem Anteil (=~ 50%) der erndhrungsphysiologisch problematischen E-
rucasaure (wird im Korperfett darunter den Herzlipiden eingelagert und kann Herzmuskelschadi-
gungen bewirken) wurde ein hochwertiges Nahrungsmittel und ein wertvoller Futterinhaltstoff. Die bei
der Olgewinnung aus der Rapssaat anfallenden Nebenprodukte, Rapsextraktionsschrot und Rapsku-
chen/Rapsexpeller, sind durch die deutliche Glucosinolatabsenkung erst Futtermittel flir monogastri-
sche Nutztiere geworden. Denn bereits 2-3% Rapsfuttermittel (Rapssaat, Rapskuchen bzw. Raps-
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extraktionsschrot) von den konventionellen (alten) Sorten in Gefliigelalleinfutter wirkten sich negativ
auf Schilddriisenfunktion und Leistungen aus. Lediglich in der Wiederkauerflitterung war ein begrenz-
ter Einsatz dieser Nebenprodukte (Rapskuchen, Rapsextraktionsschrot) maglich.

Tabelle 2: Ergebnisse der Qualititsziichtung beim Raps!

Zuchtprodukte, Zuchtziele Qualitdtsbewertung

Traditionelle Sorten Hoher Gehalt an Erucasaure im Ol, hohe Konzentra-
tion an antinutritiven Substanzen in der fettfreien
Trockenmasse, insbesondere Glucosinolate, Sinapin

und weitere
0- bzw. Einfachqualitatssorten - 1. Schritt der Qualitats- Sorten (Winterraps in Europa, Sommerraps in Kana-
ziichtung; 0-Winterraps seit 1973 in Deutschland im da (Canola) und Nordeuropa) mit minimalem Gehalt
Anbau an Erucasaure (von 50% auf < 2% der Gesamtfett-
sdauren)
00- bzw. Doppelqualitatssorten — 2. Schritt der Qualitats- | Sorten mit < 2% Erucasaure und deutlicher Reduzie-
zlichtung; 00-Winterraps in Deutschland ab 1981 im rung des Gehaltes an Glucosinolaten (von =100 pmol

Anbau; 00-Sommerraps bereits friiher (Canada, Nordeu- | auf weniger als 18 umol/g Saat bei 91% TM)
ropa)

Neue 00-Typen (verbesserte Doppelqualitat) bei Winter- < 10 pmol Glucosinolate/g Saat (91% TM)
und Sommerraps

Gelbschalige Sorten (Dreifachqualitdtssorten, 000-Typ), Reduzierter Schalenanteil; dadurch in der Kérner-TM
Genotypen bei Sommerraps (Canola) vorhanden ~20-30% weniger Gesamtfaser und ~50% weniger
Lignin

!jteratur s. Jeroch et al. (2008)

Bei den neuen Doppelqualitdtssorten (s. Tabelle 2) ist der Glucosinolatgehalt weiter reduziert. Dieser
positive Ziichtungseffekt und der Toastprozess in den modernen Olmiihlen bewirken, dass die Gluco-
sinolatkonzentration in den Extraktionsschroten inzwischen ein relativ niedriges Niveau aufweist. Eine
mehrjahrige Untersuchungsreihe zur Rapsextraktionsschrotqualitédt aus deutscher Erzeugung ergab
mittlere Glucosinolatgehalte zwischen 6,8 und 9,3 pmol/g Extraktionsschrot (Weber, 2010). In Polen
und Kanada stellen sich die Pflanzenziichter noch héhere Ziele bei der Glucosinolatreduzierung. Ent-
sprechend geringer sind auch die Gehalte in den Extraktionsschroten.

Von den GLS-armen Extraktionsschroten lassen sich problemlos hdhere Anteile in Geflligelfuttermi-
schungen integrieren, wie die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen.

Ein neueres Zuchtziel beim Raps sind Genotypen mit vermindertem Gesamtfaser- und Ligningehalt
(sogenannte Dreifachqualitdt, s. Tabelle 2). Dadurch soll die Rohprotein- und Aminosaurenverdaulich-
keit verbessert und der energetische Futterwert erhoht werden, um die Differenzen zum Sojaextrakti-
onsschrot zu verringern. In Kanada existieren inzwischen gelbschalige Experimentalsorten
(Sommerraps) mit reduziertem Schalenanteil. Sie enthalten im Vergleich zu den konventionellen
schwarzschaligen Sorten weniger Faser und Oligosaccharide, aber mehr Rohprotein und Aminosauren
(Tabelle 4). Erste Untersuchungen weisen auch auf eine bessere Aminosdurenverdaulichkeit und einen
hoheren AMEy-Gehalt hin (Slominski et al., 2011). Diese Ergebnisse erfordern aber zur Bestatigung
weitere Experimente.

Neue Ziele in der Rapsqualitdtsziichtung (u.a. mittels gentechnischer Methoden) sind die Reduzierung
weiterer Antinutritiva, z.B. phenolische Substanzen (Sinapin), Tannine und Phytinsdure. AuBerdem
werden die Arbeiten zur Glucosinolatreduzierung fortgesetzt (13" International Rapeseed Congress
Praha, Czech Republic, 2011).
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Tabelle 3: Ergebnisse mit Rapsextraktionsschrot (RES) von verarbeiteter GLS-armer Rapssaat in der
Fitterung von Mastputen und Legehennen

Literaturquelle Gefllgelart RES-Mischungsanteil | GSL-Gehalt Bewertung
% im Alleinfutter pmol/g RES
(88 % T™M)
Mikulski et al. Mastputen 0/6/12/18 4,4 Mast- und Schlachtleis-
(2012) (méannlich) tungsparameter durch RES
kaum beeinflusst, Auftreten
von FuBballenschaden nicht
verstarkt
Campbell et al. WeiBe Lege- 0/10/20 15 antinutritive Effekte bei 20%
(1999) hybriden RES
0/10/20 1,8 gleiche Leistungen in allen
Gruppen, Organfunktionen
durch RES nicht verandert
Rodehutscord et al. | Braune Lege- 0/5/10/15 6 keine neg. RES-Wirkungen
(2012) hybriden auf Leistungs- und Eiquali-
tatsparameter

Tabelle 4: Zusammensetzung® von Extraktionsschrot aus schwarz- und gelbschaliger Rapssaat (Slom-

inski et al., 2007)

Saattyp Rohprotein Nahrungsfaser Lignin und Poly- Oligosaccharide
phenole

Schwarz 479 324 98 36

Gelb 486 266 47 21

L g/kg fettfreie TM

Nutzen technischer Behandlungen

Zur Verminderung des Fasergehaltes in Rapskuchen und Rapsextraktionsschrot wurden auch ver-
schiedene technische Lésungen entwickelt. Hierzu zahlt das Schdlen der Kérner vor der Verarbei-
tung (Kracht et al., 1998). Dadurch verandern sich positiv Nahrstoffzusammensetzung und
energetischer Futterwert (Tabelle 5). Der Fasergehalt nimmt ab, besonders der Anteil an Lignin (Re-
duzierung um 50%); der Gehalt an Rohprotein, Aminosauren und weiteren Nahrstoffen erhoht sich.
Der Anstieg des AMEy-Gehaltes ist insbesondere abhdngig vom AusmaB der Rohfaserreduzierung
durch den Schélprozess und vom Tieralter (Tabelle 6).

Tabelle 5: Vergleich der Inhaltsstoffe (g/kg Trockensubstanz) von Rapsextraktionsschroten aus nicht
geschalter (ns) und geschalter (s) jeweils sortenidentischer Rapssaat

Autoren Rohasche Rohprotein Rohfett Rohfaser NDF Lignin Lysin
Kracht et ns 77 396 21 117 268 88 19
al. (2004) | s 82 424 21 72 193 44 22
Huang et ns 79 386 14 118 - - 13
al. (2007) |s 78 468 9,5 56 - - 21

'nicht bestimmt
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Tabelle 6: Einfluss der Rapssaatschdlung auf den energetischen Futterwert von Rapsextraktions-
schrot und Rapskuchen (Jeroch et al., 2001)

Rapsfuttermittel Tiermaterial | Von nicht geschélter Von geschalter Saat AMEy-Anstieg durch
Saat Schalen (%)
Rohfaser AMEy Rohfaser AMEy
g/kgTM | MJ/kg TM g/kg TM Ml/kg TM
Rapsextraktionsschrot | Broiler 117 6,94 72 8,27 19
Legehennen 117 8,08 72 9,91 23
Rapskuchen Broiler 102 11,42 61 13,05 14

Das Abtrennen der faserreichen Schale vor der Olgewinnung verbessert auBerdem nach Untersuchun-
gen mit wachsenden Schweinen und Broilerkiiken deutlich die AS-Verdaulichkeit bei den anfallenden
Nebenprodukten (Kracht et al., 2004; Zuprizal et al., 1992). Die an Broilerkiiken erzielten Ergebnisse
zeigt Tabelle 7. Die Verdaulichkeitswerte von Rapsextraktionsschrot aus geschélter Saat unterscheiden
sich nur wenig oder nicht von den Sojaextraktionschrotdaten.

Tabelle 7: Einfluss der Rapskérnerschalung auf die Aminosaurenverdaulichkeit (%) von Rapsextrakti-
onsschrot bei Broilerkiiken (Zuprizal et al., 1992)

Aminosaure Rapsextraktionsschrot Sojaextraktionsschrot
von ungeschalter Saat von geschalter Saat

Lysin 76 82 84

Methionin 84 90 89

Cystin 76 80 80

Threonin 78 82 84

Weitere technische Behandlungen von gemahlener Rapssaat (hydrothermische Konditionierung, Mik-
ronisieren, Infrarotbehandlung) und von Rapsextraktionsschrot (Expandieren, Extrudieren) verbesser-
ten nicht den energetischen Futterwert fiir Broiler (Rapssaat, Rapsextraktionschrot) und Legehennen
(Rapssaat). Jedoch war die Behandlung des Rapssamenschrotes mit HeiBluft (Jet sploding) bei
125 °C erfolgreich (Danicke et al., 1998a).

Eine chemisch-hydrothermische Behandlung von Rapssaat (Brettschneider, 2006) wirkte sich auf
die Reduzierung des Glucosinolatgehaltes stirker aus als das Toasten des RES in den modernen Ol-
mihlen. Diese Behandlung reduzierte den Glucosinolatgehalt der Rapsaat von 13,8 pmol/g auf
1,5 ymol/g (jeweils bei 91% TM). Zu diesem Ergebnis ist jedoch kritisch anzumerken, dass bei einem
sehr hohen Anteil der expandierten Rapssaat im Hennenfutter dennoch negative Effekte auf den
Schilddriisenstoffwechsel von Legehennen ermittelt wurden (Jeroch et al., 2009), die mutmaBlich
durch Abbauprodukte der Glucosinolate verursacht wurden.

Das fir die Legehennenfiitterung bedeutsame Sinapin (verantwortlich fiir sogenannte Fischeier bei
braunschalige Eier legende Hennen mit fehlender oder nicht ausreichender Trimethylamin-Oxidase-
Aktivitat, als Tainter bezeichnet) wird durch eine Kombination von chemischer (mit 10%iger Natri-
umbicarbonat-Lésung) und hydrothermischer Behandlung (Expander) der Rapsfuttermittel weit-
gehend abgebaut (Jeroch et al., 1999). Die so behandelten Rapsfuttermittel kénnen dadurch auch in
Futterrezepturen fiir braunschalige Eier legende Hennenherkiinfte mit Taintern bis zu 7,5% eingesetzt
werden. Inzwischen gibt es jedoch Braunlegerherkiinfte, die frei von Taintern sind, so dass die be-
schriebene Behandlung dann nicht erforderlich ist.
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Das Potenzial von Enzymerganzungen

Aus der praktisch fehlenden Phytaseaktivitat in den Rapskodrnern und somit auch in den Nebenproduk-
ten der Rapssaatverarbeitung resultiert eine niedrigere Verwertung des Gesamt-Phosphors mit seinem
hohen Anteil an Phytin-Phosphor. Oloffs et al. (2000) ermittelten an Legehennen eine P-Verwertung
von 28% fir Extraktionsschrot und von 22% flir Kuchen. Vergleichsweise betrug die P-Verwertung
beim Phytase-reicheren Weizen 46-49%. Durch Phytaseergdanzung wird die P-Verwertung nach
Untersuchungen mit Broiler und Legehennen beachtlich verbessert (Tabelle 8) (Danicke et al., 1998b).
Deshalb sollte bei Futtermischungen mit Rapsprodukten eine Ergéanzung mit einem Phytaseprdparat
erfolgen.

Tabelle 8: Einfluss von mikrobieller Phytase bei Rapsprodukten auf die Phosphorverwertung beim
Hiihnergefliigel (Danicke et al., 1998b)

Tiermaterial Rapsprodukt Phytasezusatz P-Verwertung (%)
Broilerkiiken Extraktionsschrot ohne 43
plus 62
Kuchen ohne 35
plus 52
Legehennen Extraktionsschrot ohne 6
plus 32
Kuchen ohne 22
plus 40

Der hohe Gehalt an Zellwandkohlenhydraten (Nicht-Stérke-Polysaccharide [NSP]) und das Vorkommen
an ebenfalls unverdaulichen Oligosacchariden veranlasste zur Priifung von Praparaten mit NSP ab-
bauenden Enzymen. Die von verschiedenen Autorengruppen (u.a. Kocher et al., 2000, 2001; Slom-
inski et al., 2003; Fang et al., 2007) durchgefiihrten Untersuchungen ergaben unterschiedliche
Resultate, d.h. nicht immer positive Enzymeffekte. Die vorliegenden Ergebnisse reichen nicht aus, um
bereits Enzymerganzungen zu Futtermischungen mit Rapsprodukten zu empfehlen. Ein wesentlicher
Grund fir nicht immer vorhandene oder nur geringe Enzymeffekte sind sicherlich die verwendeten
Praparate, die beziiglich ihrer Enzymaktivitdten auf Getreide-NSP, jedoch nur bedingt auf die NSP in
den Rapsprodukten ausgerichtet sind.

Schlussfolgerungen

Rapssaat und ihre Verarbeitungsnebenprodukte sind ein exzellentes Beispiel fiir Bedeutung und Nut-
zen futterwertverbessernde MaBnahmen in der Gefliigelfiitterung. Wéahrend vor 40 Jahren Rapsfut-
termittel aus konventioneller Saat bereits bei geringen Mischungsanteilen zu Stérungen des
Schilddriisenstoffwechsels und zu Leistungsminderungen fiihrten, sind die Produkte aus der verbesser-
ten Doppel- und Dreifachqualitdt bis zu Anteilen von 25% in Geflligelalleinfutter problemlos einsetz-
bar. Das derzeit noch dominierende Sojaextraktionsschrot in Gefliigelrezepturen kénnte durch
Rapsfuttermittel weitgehend ersetzt werden.

Auch bei weiteren Futtermitteln wurden Futterwertverbesserungen durch ZiichtungsmaBnahmen er-
reicht und sind durch verschiedene Behandlungsmethoden und Bearbeitungsverfahren (auch Futter-
mischungen) moglich (Jeroch et al., 2013).
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Weitere Potenziale zur Futterwertverbesserung von Rohstoffen und Mischungen sind durchaus vor-
handen. Aus derzeitiger Sicht zeichnen sich folgende Mdglichkeiten ab:

e Reduzierung weiterer antinutritiver Inhaltsstoffe durch konventionelle und gentechnische Me-
thoden in der Pflanzenziichtung sowie durch neuartige Futterzusatzstoffe,

e Entwicklung einer neuen Generation von Phytasen mit deutlich héherer Wirksamkeit und Be-
standigkeit,

e Teilweise Nutzung der NSP-Fraktion in Futtermitteln als Energiequelle durch enzymatischen
Aufschluss auBerhalb und innerhalb des Verdauungstraktes. Dadurch werden weitere Nahr-
stoffe freigesetzt und fiir das Gefliigel nutzbar.
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Potential neuer Prozesse der Lebensmitteltechnologie fiir Fut-
termittel

Dietrich Knorr
Lebensmittelbiotechnologie und —prozesstechnik, TU Berlin, DE

Die Entwicklung neuer, produkt- und ressourcenschonender Technologien in der Lebensmittelverarbei-
tung wurde vorrangig durch die Konsumentenbedurfnisse nach minimaler Verarbeitung sowie Frische,
erhohte Sicherheit und Gesundheit der Produkte bewirkt. Zusdtzlich kamen im letzten Jahrzehnt noch
der Anspruch auf hohe physiko-chemische Qualitdt, Sensorik und Nachhaltigkeit hinzu.

Diese entstehenden, schonenden Verfahren sind vorrangig "nicht-thermisch" was bedeutet, dass tradi-
tionelle thermische Prozesse mit neuen Prozessen wie hydrostatisches Hochdruckverfahren, elektri-
schen Hochspannungsimpulsen, atmospharischem Plasma oder Ultraschall erganzt werden. Diese
Verfahren zeichnen sich durch Einsatzmdglichkeiten zur Konservierung als auch zur Modifizierung von
Lebensmitteln und Futtermitteln sowie deren Bestandteilen aus.

Es zeigt sich, dass zwischen den Zielen und Bediirfnissen bei der Verarbeitung von Lebensmitteln viele
Parallele zu Futtermitteln existieren und dass neue Technologien das Potential der ErschlieBung neuer
Rohstoffquellen ermdglicht.

Der Beitrag gliedert sich in eine Beschreibung der wichtigsten Herausforderungen fiir die Verarbeitung
von Lebensmittel und eine eingehende Darstellung der genannten neuen Technologien, wobei ver-
sucht wird Bezug zu Futtermitteln insbesondere im Bereich Produktsicherheit und -modifizierung her-
zustellen.

Es werden Mdglichkeiten und Herausforderungen bei den neuen Technologien aufgezeigt und disku-
tiert welches Potential fiir Futtermittel besteht. Weiters wird auf die Abfall- und Nebenproduktproble-
matik bei der Gewinnung von Lebens- und Futtermittel eingegangen und Prozess- und
Produktentwicklungskonzepte vorgestellt.

AbschlieBend wird auf die Notwendigkeit der Integration der Gewinnungs- und Verarbeitungskette
Futtermittel — Tier — Lebensmittel — Mensch hingewiesen.
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Neue Ansatze zur Messung und Stabilisierung des Vormagen-
pH-Wertes beim Rind

Johann Gasteiner

Institut fir ArtgemaBe Tierhaltung und Tiergesundheit des Lehr- und Forschungs-
zentrums Raumberg-Gumpenstein, Irdning, AT

Einleitung

Die Untersuchung des Pansensaftes ist das aussagefdhigste Kriterium zur Beurteilung des Milieus im
Vormagensystem von Wiederkauern. Der pH-Wert stellt dabei die wichtigste GréBe zur Beurteilung der
Kohlenhydratversorgung Uber die Ration dar und die Pansen-pH-Wertbestimmung wird auch als die
definitive Untersuchungsmethode zur Erkennung einer Pansenazidose beschrieben (Krause u. Oetzel,
2006; Steingass u. Zebeli, 2008).

Die negativen tiergesundheitlichen Auswirkungen von SARA sind vielfdltig, betreffen verschiedene
Organsysteme und Gewebe des Kdérpers und sie stellen einen zentralen, die Produktion mindernden
Faktor der Milchviehhaltung dar (Dirksen et al., 1990; Nordlund et al., 1995; Ossent et al.,1997; Gant-
ke et al., 1998; Owens et al., 1998; Cooper et al., 1999; Lischer u. Ossent, 2001; Kleen et al. 2003;
Nordlund, 2003; Enemark et al. 2007).

Sowohl fiir wissenschaftliche Untersuchungen als auch fiir diagnostische Routineuntersuchungen unter
Praxisbedingungen standen bislang die orale Pansensaftentnahme und die Rumenozentese zur Verfii-
gung (Garrett et al. 1999; Duffield et al., 2004). Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen stellen
Einzelergebnisse (,,spot sampling™) dar, wobei die Methode der Probenahme das Ergebnis signifikant
beeinflussen kann (Dirksen, 1990; Seemann und Spohr, 2007, Strabel et al., 2007).

Strabel et al. (2007) ermittelten, dass per Schlundsonde entnommene Proben durchschnittlich 0,5 pH-
Einheiten (0,2 bis 1,9 pH-Einheiten) héhere Werte zeigten als solche, die per Rumenozentese ent-
nommen wurden. Zur Entnahme von Pansensaft stehen verschiedene Bauarten von Schlundsonden
zur Verfiigung (Dirksen, 1975; Seemann und Spohr, 2007), welche unterschiedlich stark mit Speichel
angereicherte Pansensaftproben liefern.

Eine /n vivo Messung des Pansen-pH-Wertes wurde erstmals von Smith (1941) beschrieben und von
einer kontinuierlichen Dokumentation solcher Messungen berichteten Johnson und Sutton (1968).
Dado und Allen (1993) vernetzten die erhobenen Daten mit weiteren Ergebnissen aus Erhebungen der
Futter- und Wasseraufnahme sowie der Kauaktivitdt, um die Zeitdauer und die konkreten Ursachen
azidotischer Zusténde im Vormagensystem von Rindern exakter definieren zu kdnnen. Eine kontinuier-
liche, intraruminale Messung des Pansen-pH-Wertes hat gegeniiber dem ,spot sampling" den ent-
scheidenden Vorteil, dass Fluktuationen des Pansen-pH-Wertes erkannt und auf einer Zeitachse
dargestellt werden kénnen. Solche Techniken zur Messung des Pansen-pH-Wertes wurden in einer
Reihe von wissenschaftlichen Untersuchungen angewendet (Dado u. Allen, 1993; Keunen et al., 2002;
Rustomo et al., 2006; Alzahal et al., 2007). Diese Techniken haben gemeinsam, dass bei dem zu un-
tersuchenden Tier eine Pansenfistel anzulegen ist und dass die erhobenen Daten in einer Speicherein-
heit im Pansen registriert werden. Um zu den erhobenen Daten zu gelangen, musste entweder die
Speichereinheit wieder (iber die Pansenfistel aus dem Pansen entfernt werden (Dado u. Allen, 1993;
Keunen et al., 2002; Nocek et al., 2002; Penner et al., 2007; Rustomo et al., 2006) oder die Daten
wurden (ber eine Kabelverbindung an eine auBerhalb des Pansens liegende, am Tier befestigte Ein-
heit Gbertragen (Alzahal et al., 2007).
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Am Lfz Raumberg-Gumpenstein wurden in den letzten Jahren umfangreiche Versuche auf dem Gebiet
der kontinuierlichen intraruminalen pH-Messung mit Sensoren bei Rindern durchgefiihrt und in Zu-
sammenarbeit mit der Firma smaXtec® wurde zu dieser Fragestellung eine technische Lésung bis zur
Praxisreife entwickelt. Gasteiner et al. (2009) beschrieben erstmals dieses System zur kontinuierlichen
Messung des pH-Wertes und der Temperatur im Netzmagen mit Funkiibertragung. Das Mess-System,
aber auch die Messstelle, der Boden des Retikulums, wurden von Schneider et.al. (2010) validiert und
bereits bei mehreren Versuchen erfolgreich eingesetzt (Gasteiner et al. 2009; 2012 a; b).

Im folgenden Beitrag sollen die Erfahrungen mit der Technik und ausgewahlte, auch fir die Praxis
relevante Ergebnisse und Interpretationen aus Fiitterungs-Exaktversuchen des Lfz sowie aus 4 nieder-
landischen Milchviehbetrieben vorgestellt werden (Gasteiner et al. 2012a; Schieder 2012).

Material und Methoden

Der Pansensensor — eine pH- und Temperaturmesseinheit mit Funkeinrichtung im Vorma-
gensystem

Zur kontinuierlichen Messung des pH-Wertes im Vormagensystem wurden bei Rindern intraruminale
Mess-Sensoren (smaXtec®-GmbH Graz) eingesetzt. Die ermittelten Werte wurden in der pH-Sonde
abgespeichert und kabellos liber Funk ausgelesen. Die Messintervalle (von Sekunden bis Stunden)
kénnen variabel eingestellt werden. Das Messintervall in den Untersuchungen betrug immer jeweils
600 Sekunden, was 144 Einzelmessungen pro Tag entspricht. Die Sensoren kdnnen aufgrund ihrer
Abmessungen (Lange 120 mm, Durchmesser 36 mm, Gewicht 208 g) und ihrer Bolusform per os ein-
gegeben werden. Das bruchsichere Kunststoffgehduse der Messeinheit besteht aus Pansensaft-
resistentem Kunststoff (DIg 2010). Das Sensorsystem wird durch einen Mikroprozessor gesteuert. Die
Daten werden mittels A/D-Konverter aufgezeichnet und danach vom Mikroprozessor weiterverarbeitet,
wobei die gemessenen Daten in einem nicht fllichtigen Speicher des Sensors abgelegt werden. Diese
Messergebnisse kénnen drahtlos Gber Funkwellen (433 MHz) an ein externes Empfangsgerat tbertra-
gen werden. Die Empfangseinheit ist (iber Internet mit einem Server verbunden, wo die Ergebnisse
Uber ein eigens entwickeltes EDV-Programm ausgelesen, graphisch dargestellt und interpretiert wer-
den kénnen (Gasteiner et al., 2008; 2009; 2012a; b). Der Anwender hat mit einem Zugangscode via
Internet jederzeit Zugriff auf die aktuellen Daten.

Die Datenlibertragung aus dem Pansen ist im Umkreis von zumindest 20 Metern mdglich. Antennen
zum Empfang der Signale wurden vorzugsweise im Melkstandbereich installiert, wodurch ein zweima-
liges Auslesen der Daten je Tag wahrend der Melkzeiten gewahrleistet war.

Anwendungsbeispiel 1: Tierindividuelle Vormagen-pH-Messergebnisse und deren Inter-
pretation (Gasteiner et al., 2012)

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Anwendbarkeit des Systems zur kontinuierlichen pH-
Wertmessung unter Praxisbedingungen sowie die technische Zuverlassigkeit bei nicht pansenfistulier-
ten Milchkihen zu priifen. Besonderes Augenmerk wurde auf die Zusammenhdnge zwischen Rations-
und Fitterungsbedingungen und dem pH-Wert hinsichtlich der Interpretation der Ergebnisse auf tier-
individueller Basis gelegt. Dazu wurden 20 Milchkiihe bei Laufstallhaltung mit dem Sensor-System
bestiickt und ad lib. mit Grundfutter (Grassilage, Maissilage, Heu) versorgt, wobei die Futteraufnah-
men durch zweimal tagliche Ein- und Riickwaage erhoben wurden (,Calan-Gates"). Kraftfutter wurde
leistungsgerecht in Abhangigkeit von der Milchleistung Uber eine Kraftfutterstation zu gefiittert.

Anwendungsbeispiel 2: Vormagen-pH-Messergebnisse von Hochleistungskiihen auf Her-
denbasis und deren Interpretation (Gasteiner et al., 2012)

Ziel dieses Versuches war der praktische Einsatz des Systems zur kontinuierlichen pH-Wertmessung
auf 4 intensiven Milchviehbetrieben (AGR bzw. TMR-Fitterung), wobei besonderes Augenmerk auf die
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Dokumentation von Leistungsdaten und die Rationsbedingungen gelegt wurde. Die Betriebe wurden
Uber das interaktive Analyseprogramm Agroscoop® betreut, wodurch gewahrleistet war, dass die
Angaben zu den Produktionsdaten (Leistungen und Rationszusammensetzungen) dieser Betriebe zur
Verfiigung standen. Die Sensoren wurden etwa 1 Woche vor dem berechneten Abkalbetermin einge-
geben und die Messdaten wurden bis zum Tag 80 post partum ausgewertet.

Anwendungsbeispiel 3: Auswirkungen von Amylase-hemmender Lignozellulose auf das
Verhalten des pH-Wertes in den Vormdgen (Schieder 2012)

Zur Uberpriifung der Frage, inwieweit Amylase-hemmende Lignozellulose (OptiCell®) auf das Verhal-
ten des Vormagen-pH-Wertes einen Einfluss hat, wurde am Lfz Raumberg-Gumpenstein ein Fitte-
rungs-Exaktversuch durchgefiihrt. Dazu wurden 6 pansenfistulierte Rinder in Laufstallhaltung (3x3
lateinisches Quadrat) mit dem Sensor-System bestlickt. Die Ration bestand aus 50 % Maissilage, 40
% Kraftfutter und 10 % Heu. Neben der Kontrollgruppe (o g/d Lignozellulose) wurden 2 Versuchs-
gruppen definiert (30 g/d bzw. 60 g/d Lignozellulose). Eine Versuchsperiode dauerte 2 Wochen, der
Anpassungs-Intervall zwischen den Versuchsperioden dauerte jeweils 1 Woche. Die individuelle Fut-
teraufnahme wurde zweimal taglich erhoben, die Nahrstoffgehalte der Rationskomponenten wurden
wochentlich bestimmt.

Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Anwendungsbeispiele 1 und 2 wurden mittels General Linear Mo-
del (GLM Statgraphics Centurion) durchgefiihrt. Die als Ergebnis angefiihrten Werte wurden nach der
Methode der kleinsten Quadrate (Method of Least Squares) ermittelt und stellen somit den Kleinst-
quadrat-Mittelwert (Least Square Mean) dar. Als hoch signifikant *** wurden Ergebnisse bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p <= 0,001 angegeben.

Die statistische Auswertung zum Einfluss von Amylase-hemmender Lignozellulose auf den pH-Wert im
den Vormagensystem (Anwendungsbeispiel 3) wurde mit der Analysesoftware SAS 9.2 durchgefiihrt.

Ergebnisse

Anwendungsbeispiel 1: Tierindividuelle Messergebnisse und deren Interpretation

Die tagesdynamischen Schwankungen des pH-Wertes korrelieren eng mit den Zeitpunkten der Fiitte-
rung bzw. der Futteraufnahme (Abbildung 1). Anstiege des pH-Wertes weisen auf Phasen der Rumina-
tion bzw. der Ruhe (keine Futteraufnahme) hin, wahrend pH-Wert-Absenkungen unmittelbar im
Anschluss an die Futteraufnahme zu verzeichnen sind. Dies ist durch die einsetzende Saureproduktion
aus dem neu aufgenommenen Futtermittel im Vormagenbereich begriindet.

Neben den typischen tagesdynamischen Schwankungen des pH-Wertes, die vom Fiitterungsmanage-
ment und der individuellen Futteraufnahme definiert werden, wird in Abbildung 1 der Unterschied des
pH-Niveaus bei unterschiedlicher Rationszusammensetzung deutlich. Wahrend die pH-Verlaufskurve
~hohes Niveau" von einer Kuh, stammte, die mit einer Struktur-betonteren Ration gefiittert wurde,
wurde die Kuh mit der pH-Verlaufskurve ,tiefes Niveau™ mit einer Ration mit hdherer Energiedichte
und geringerer Strukturwirksamkeit versorgt.

Die beiden pH-Verlaufskurven in Abbildung 2 stammen von 2 Kiihen in der Startphase der Laktation
(jeweils ab dem 7. Tag der Laktation). Bei kontinuierlicher taglicher Kraftfuttersteigerung um 0,25 kg
(ausgehend von einer anfanglichen KF-Gabe von 1,5 kg) konnte die pH-Verlaufskurve ,langsamer
Abfall* festgestellt werden. Bei rascher Steigerung der Kraftfuttergaben (Steigerung um 1 kg KF/d)
kam es zu einer hoch signifikanten pH-Absenkung ab dem 6. Mess-Tag mit Tiefstwerten bis pH 5,07
sowie zu Amplitudenschwankungen von mehr als 2 pH-Einheiten.
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Abbildung 1: Vergleichende Darstellung des pH-Verlaufes bei guter sowie bei geringer Versorgung
mit NDF bzw. optimaler sowie zu hoher Versorgung an NFC (Gasteiner et al., 2012)

Abbildung 2: Vergleichende Darstellung des pH-Verlaufes bei langsamer Anpassung an steigende
Kraftfuttergaben von 250 g/d iber 32 Tage (,,langsamer Abfall*) und rascher Kraftfuttersteigerung um
1kg/d (,rascher Abfall"), (Gasteiner et al., 2012)

Abbildung 3: Vergleichende Darstellung des pH-Verlaufes bei groBer und kleiner Amplitude
(Gasteiner et al., 2012)

Die groBen Schwankungen des pH-Wertes der Verlaufskurve ,groBe Amplitude" in Abbildung 3 stam-
men von einer Kuh, welche ,mehrphasig" gefiittert wurde. Im Rahmen der Morgenfiitterung wurde
1 kg Heu gefiittert, danach Grassilage ad. lib. Hierauf folgte die Gabe von 4 kg Kraftfutter, gefolgt von
der Gabe der Maissilage ad lib. Die Abendfiitterung lief nach demselben Schema ab. Die pH-
Verlaufskurve ,kleine Amplitude® stammt von einer Kuh, welche ad lib. mit einer TMR versorgt wurde,
wobei die TMR in ihrer qualitativen und prozentuellen Zusammensetzung der Ration ,mehrphasig"
entsprach.
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Anwendungsbeispiel 2: pH-Wert-Messergebnisse von Hochleistungskiihen auf Herdenba-
sis und deren Interpretation

Der zeitliche Verlauf des Vormagen-pH-Wertes (Tagesmittelwerte von Hochleistungs-Milchkiihen aus 4
Betrieben) zeigte eine enge Korrelation zum Laktationstag (Abbildung 4). In der Woche vor der Abkal-
bung kam es, ausgehend von pH 6,6 zu einem Anstieg des pH-Wertes mit einem hdheren Niveau
(pH 6,8) fiir 7 Tage (rund um dem Abkalbetag), was als Zeichen der herabgesetzten Futteraufnahme
um den Abkalbung angesehen werden kann (,,off feed syndrome™). Danach folgte eine Absenkung auf
das Niveau pH 6,6. Dieses mittlere Niveau blieb bis zum Tag 20-25 bestehen um sich dann um den
80. Laktationstag auf das Niveau 6,2 bzw. 6,0 abzusenken, was durch die gesteigerte Energiekonzent-
ration der Ration bei gleichzeitigem Riickgang des NDF-Gehaltes sowie durch die ansteigende Fut-
teraufnahme der Kiihe erklart wird.

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der pH-Tagesmittelwerte von 16 Milchkiihen aus den 4
Hochleistungs-Betrieben vom 7. d a.p. bis 80. d p.p. (Gasteiner et al., 2012)

Anwendungsbeispiel 3: Auswirkungen von Amylase-hemmender Lignozellulose auf das
Verhalten des pH-Wertes in den Vorméagen von Rindern

Der Einfluss der Verfiitterung einer Lignozellulose (OptiCell®) auf den Verlauf des Vormagen-pH-
Wertes wurde im Versuchsdesign eines lateinischen Quadrats untersucht (0 g; 30 g und 60 g/d). Im
Gruppenmittel konnte demnach keine signifikante Wirkung fir die Lignozellulose gefunden werden.
Bei Betrachtung der tierindividuellen Ergebnisse konnte jedoch eine Wirkung der Lignozellulose unter
bestimmten Bedingungen nachgewiesen werden.

Zusammenfassung und Diskussion

Zur kontinuierlichen Messung des pH-Wertes und der Temperatur im Vormagenbereich wurde am
Lehr- und Forschungszentrum (Lfz) Raumberg-Gumpenstein in Zusammenarbeit mit der Fa. smaXtec
animal care GmbH., (Graz), eine Messeinheit (,,Pansen-Sensor") entwickelt, welche in Bolusform per-
manent am Haubenboden liegt und diese Messungen automatisch durchfiihrt

In der vorliegenden Arbeit werden 3 Anwendungsbeispiele des Systems beschrieben.

In Anwendungsbeispiel 1 wurden 20 Milchkiihe mit dem Sensor-System ausgestattet. Die mittlere
Laufzeit der Sensoren betrug hier 72 Tage. Es wurden pH-Messergebnisse dargestellt, die eine Inter-
pretation des pH-Niveaus, der Anpassungszeit an sich andernde Rationsbedingungen und der GréBe
der pH-Amplituden zulassen. Wahrend das pH-Niveau vorwiegend durch die Zusammensetzung der
Ration (Verhaltnis NDF : NFC) und die individuelle Futteraufnahme bestimmt wird, werden die pH-
Wert-Amplituden bzw. deren GroBe weitgehend durch das Futterangebot, die Futteraufnahme und
letztlich stark vom Fiitterungsmanagement beeinflusst.
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf des Vormagen-pH-Wertes bei Einsatz einer Amylase-hemmenden
Lignozellulose (60 g/d, 30 g/d, 0 g/d) fir jeweils 21 Tage bei einem Einzeltier (Schieder et al. 2012)

In Anwendungsbeispiel 2 wurden 16 hochleistende Milchkiihe aus 4 Betrieben 1 Woche vor der Abkal-
bung mit einem Sensor ausgestattet und der Vormagen-pH-Wert bis zum 80. d p.p. gemessen. Der
zeitliche Verlauf des Vormagen-pH-Wertes zeigte hier eine enge Korrelation zum Laktationstag sowie
zur Zusammensetzung der Ration.

In Anwendungsbeispiel 3 wurde der Einfluss der Verfiitterung einer Lignozellulose (OptiCell®) im Ver-
suchsdesign eines lateinischen Quadrats auf den Verlauf des Vormagen-pH-Wertes untersucht. Es
stellte sich heraus, dass das Niveau des Vormagen-pH-Wertes trotz gleicher Rationsbedingungen tier-
individuell groBe Unterschiede zeigte, die durch die stark unterschiedlichen Futteraufnahmen der Ver-
suchstiere erklart werden konnten. Rinder mit geringerer Futteraufnahme zeigten ein hdheres pH-
Niveau im Vormagensystem als Tiere mit einer hdheren Futteraufnahme. Im Gruppenmittel konnte
demzufolge keine signifikante Wirkung fiir die Lignozellulose gefunden werden, da die tégliche Fut-
teraufnahme durchschnittlich nur 12 kg TM/Tier betrug und keine Ubersduerung ausgelést wurde.
Abbildung 5 zeigt den zeitlichen Verlauf des Vormagen-pH-Wertes einer Kuh mit héherer Futterauf-
nahme als im Gruppenmittel. Bei diesem Tier sank der Vormagen-pH-Wert in den azidotischen Bereich
(Abbildung 3; Tage 42-63). Durch den Einsatz von 30 g/d Lignozellulose konnte bei diesem Tier eine
deutliche Stabilisierung des Vormagen-pH-Wertes gefunden werden.

Der Einsatz von Vormagen-Sensoren ist sowohl unter Versuchsbedingungen als auch unter prakti-
schen Bedingungen mdglich. Die Messergebnisse dienen zur Uberwachung der Tiergesundheit und zur
Uberpriifung, aber auch zur Steuerung der Rationszusammensetzung und des Fiitterungsmanage-
ments. Fitterungsfehler kdnnen (ber das pH-Niveau, pH-Schwankungen sowie durch pH-Anstiege
bzw. -Absenkungen dargestellt werden. Im Rahmen von Fitterungsversuchen kann die Wirkung von
Futtermitteln und Futtermittel-Zusatzstoffen auf den Verlauf des Vormagen-pH-Wertes bestimmt wer-
den.

Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche wurden anhand einer technischen Innovation gewonnen,
welche sowohl im wissenschaftlichen Bereich als auch unter Praxisbedingungen neue Mdglichkeiten
zum besseren Verstdndnis der Vormagenphysiologie und Vormagenpathologie eréffnet.
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Einleitung

Der Pansen des Wiederkduers bietet Mikroorganismen ein anaerobes (Redoxpotential -200 bis
-300mV), temperiertes (ca. 39°C) Habitat, in dem komplexe Kohlenhydrate i. d. R. den Grossteil der
verfligbaren Substrate stellen. Puffersubstanzen im Speichel erméglichen einen relativen stabilen pH-
Wert zwischen 6 und 7. Absorption und Abfluss von Endprodukten der mikrobiellen Fermentation ver-
hindern deren Anreicherung. Die Pansenmikroorganismen, v. a. fermentative Bakterien (~10'1),
Pilze (Sporen: ~10°), Protozoen (~10°), methanogene Archaea (~107), acetogene Bakterien (<10°)
und Viren (Phagen; ~10™) sorgen in ihrer Gesamtheit fiir Fermentation, Ab- und Umbau der Nahrstof-
fe sowie flir die Entsorgung des entstehenden, die Fermentation hemmenden Wasserstoffs (H,). Sie
helfen so, die Energie- und Protein- und Vitaminversorgung des Wiederkauers sicherzustellen.

Durch die enorme Vielzahl der Arten von Mikroorganismen im Pansen sowie die mannigfaltigen Wech-
selwirkungen zwischen Arten und Gruppen von Mikroorganismen ist sowohl die Charakterisierung der
Population (Prasenz, Aktivitdt) sowie die /n vitro Simulation der (Pansen-) Verdauung und die Be-
schreibung der im Pansen ablaufenden Vorgange eine Herausforderung. Mikroorganismen werden von
den herrschenden Bedingungen (z.B. pH, Redoxpotential, Osmolaritat) sowie von den zur Verfiigung
stehenden Nahr- und Wirkstoffen (v. a. Art und Menge des Futters und etwaiger pharmakologisch
wirksamer Substanzen, Frequenz der Fiitterung) beeinflusst. Allerdings determinieren auch wirtsspezi-
fische Faktoren die Mikroorganismengemeinschaft im Verdauungstrakt stark — die Mechanismen da-
hinter sind allerdings noch weitgehend unbekannt (Wallace 2008).

Das Zusammenspiel von Mikroorganismengemeinschaft und wirtsspezifischen Faktoren sowie die
Auswirkungen von Futtermitteln und Futterzusatzstoffen auf den tierischen Organismus muss /in vivo
untersucht werden. Hier bieten neue molekularbiologischen Methoden Chancen, Diversitat und meta-
bolische Aktivitét der Mikroorganismengemeinschaft umfassender und schneller zu untersuchen, als es
mit klassischen Methoden bisher mdglich war. Die Kombination mikrobiologischer Untersuchungen mit
Analysen etwa des Pansenepithels verspricht ebenso interessante Einsichten in das Zusammenspiel
von Wirt und Mikroorganismen. Beispielhaft sei hier genannt, dass die Fiitterung von zuckerreichem
Heu im Pansen von Milchkiihen die Zellzahlen laktat-produzierender und laktat-verwertender Bakterien
ansteigen lieB, wahrend die mRNA Expression verschiedener Transporter im Pansenepithel und die
Konzentration von Akutphasen-Proteinen im Blut unverandert blieb (Ineichen 2013), ein Hinweis da-
rauf, dass in diesem Fall die Pansenbakterien entscheidend zur Regulation der Aziditat im Pansen bei-
getragen haben.

Im Gegensatz zu /n vivo Untersuchungen dienen /n vitro Modelle vornehmlich dazu, den mikrobiellen
Stoffwechsel (mikrobielle Physiologie) im Detail und unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen.
Wirt-Mikroorganismus-Interaktionen werden so ausgeschlossen und die Zahl der /n vivo auftretenden
Einflussfaktoren auf das mikrobielle Okosystem kann reduziert werden bzw. einzelne Faktoren kénnen
konstant gehalten werden. Dies erlaubt die Reduktion auf eine messbare und interpretierbare Anzahl
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an Faktoren. Dies ist eine unabdingbare Voraussetzung, um ein System wie den Pansen zu verstehen,
was wiederum die Grundlage dafiir ist, das System erfolgreich in eine gewlinschte Richtung lenken zu
kénnen. Beispielhaft sei hier genannt, dass in Rusitec-Versuchen herausgearbeitet wurde, dass der
vorherrschende pH-Wert determiniert, ob Zuckerzulagen methanhemmend oder methansteigernd
wirken (Hindrichsen und Kreuzer 2009) und in Batch-Kulturen, dass bei pH-Werten <5.5 nicht nur
Methanogene die Methanbildung fast komplett stoppen, sondern dass auch der Abbau von Cellulose
zum Erliegen kommt (Hu et al. 2005). Zudem k&énnen /n vitro auch Substanzen, deren Wirkungen im
Tier noch unbekannt sind, sogar in hohen Dosierungen auf ihre Auswirkungen auf die Verdauung ge-
testet werden. Um den skizzierten Anforderungen gerecht zu werden, sollten in vitro Systeme die
Lebensbedingungen der Mikroorganismen allerdings mdglichst realistisch abbilden und eine ahnliche
und dhnlich komplexe Mikroorganismengemeinschaft ermdglichen.

In vitro-Systeme

Der Pansenphysiologie stehen fiir Untersuchungen des mikrobiellen Stoffwechsels und mikrobieller
Interaktionen eine Vielzahl von /n vitro-Systemen zur Verfiigung. Diese kdnnen einerseits in stati-
sche/geschlossene (“batch”) und kontinuierliche/offene Systeme eingeteilt werden. Es kann auch
nach der Art des mikrobiellen Inokulums, d.h. nach der Verwendung von Pansensaft respektive Rein-
kulturen, unterschieden werden. Neben der Pansenfermentation kann auch die Verdauung in Dinn-
darm (Casamiglia und Stern 1995) und Dickdarm (Varadyova et al. 2000) simuliert werden. Ebenso
existieren Methoden, die sich teilweise (Tilley und Terry 1963) oder ganz (Cellulase-Methode; De
Boever et al. 1986) auf den Einsatz von Enzymen stiitzen.

Schon Mitte des vergangenen Jahrhunderts wurden Anforderungen an geeignete /n vitro-Systeme
definiert. In der Beurteilung von /n vitro-Systemen wurde entweder mehr Gewicht auf die einzustel-
lenden Bedingungen (Ewart 1974) oder auf die zu erreichenden Ergebnisse (Warner 1956) gelegt —
letztlich jedoch zwei Seiten einer Medaille, da Ergebnisse, die mit einer realistischen Mikroorganismen-
population erhoben und mit /7 vivo Daten vergleichbar sein sollen, von einer erfolgreichen Simulation
der im Pansen herrschenden Bedingungen abhangen. Eine erfolgreiche Simulation der mikrobiellen
Verdauung im Pansen erfordert demnach ein anaerobes Habitat, das Entfernen von Fermentations-
endproduktion sowie eine Kontrolle von Temperatur, pH, Mischung des Inhalts, Substratzufuhr sowie
Ausfluss (Ewart 1974). Ein in vitro-System sollte demnach kontinuierlich sein, sobald die Inkubations-
zeit mehrere Stunden Ubersteigt. Warner (1956) betont, dass ein geeignetes /in vitro-System Proto-
zoen wie Bakterien quantitativ und qualitativ erhalten, deren Interaktion und normale
Fermentationsraten ermdglichen sowie quantitativ Vorhersagen (ber /n vivo-Prozesse ermdglichen
sollte.

Geschlossene Systeme

Geschlossene Systeme kénnen aufgrund des fehlenden Abfiihrens von Stoffwechselendprodukten nur
Uber relativ kurze Zeit betrieben werden kdnnen, tblicherweise iber 24 h. Der Hohenheimer Fut-
terwert Test (HFT; Menke und Steingass 1988) (Abbildung 1A+B) bzw. ein System mit geschlosse-
nen Inkubationsflaschen (Reading pressure technique, z.B. Theodorou et al. 1994) werden
vielfach genutzt um, mit Pansensaft als Inokulum, die Pansenfermentation zu simulieren. Die Futterra-
tion der Pansensaftspendertiere ist so eingestellt, dass sowohl cellulolytische sowie amylolytische mik-
robielle Aktivitat ausreichend vorhanden ist. Ein bicarbonat- (und phosphat-) haltiger Puffer, ahnlich
dem Puffersystem im Speichel der Kuh, sowie eine konstante Temperatur von 39°C und regelmassige
Mischung des Pansensaft-Puffer-Futter-Gemisches simulieren das mikrobielle Habitat im Pansen -
zumindest so lange, bis sich Fermentationsendprodukte anzuhaufen beginnen. Aufgrund der Kurz-
zeitinkubationen kann davon ausgegangen werden, dass die Mikrobengemeinschaft in diesen /n vitro-
Systemen derjenigen /n vivo relativ nahe kommt.
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Abbildung 1: Apparaturen und Ausriistung fiir /n vitro-Systeme. A, B: Hohenheim Gas Test (HFT).
Dargestellt sind Inkubationsspritzen, modifiziert fiir die einfache Entnahme von Gasproben (A) sowie
der Inkubator mit Rotor (B) (Foto: Soliva und Hess 2007). C: Rusitec-Apparatur. D: In vitro-
Protozoenkulturen. E: In vitro-Kulturen von Methanobrevibacter ruminantium (Foto: Xuan Zhou)

Um den mikrobiellen Stoffwechsel zu charakterisieren, werden i. d. R. die Endprodukte der Kohlenhyd-
ratfermentation (v. a. kurzkettige Fettsauren), des Proteinabbaus (v. a. Ammoniak) sowie die Gas-
und Methanbildung quantifiziert (Soliva und Hess 2007). Scheinbare oder wahre Abbaubarkeit werden
ebenso bestimmt (Makkar et al. 1995, Soliva und Hess 2007). Wenn die Umweltauswirkungen (Me-
thanbildung, Stickstoffeffizienz) verschiedener Fiitterungsstrategien im Fokus stehen, ist eine vollstan-
dige Aufschliisselung der Wasserstoff verbrauchenden Prozesse (Methanbildung) bzw. die Aufteilung
des Stickstoffs in Mikrobenprotein (Makkar et al. 1995, Boguhn et al. 2006), unabgebautes Futterpro-
tein sowie Ammoniak vorteilhaft. Fiir eine vollstdndige Bilanz der Wasserstoffnutzung in einem ge-
schlossenen System ist die Quantifizierung der Methanbildung, der Produktion kurzkettiger Fettsauren,
der Wasserstoffverbrauch durch Zellwachstum sowie, falls relevant, durch die Hydrogenierung unge-
sattigter Fettsduren notwendig (Nolan 1999).

Modell-Systeme existieren auch, um etwa die Methanbildung wahrend der Lagerung von Giille oder
Mist zu bestimmen. Eine Mdglichkeit, die Methanbildung wahrend der Giillelagerung zu bestimmen, ist
die Nutzung geschlossener Inkubationsflaschen (z.B. Staerfl et al. 2012) bzw. Fasser (z.B. Klevenhus-
en et al. 2010). Die Giillelagerung in geschlossenen Inkubationsflaschen wird u. a. fir die Bestimmung
des Methanbildungspotentials im Biogas-Bereich (“biomethane potential”; Angelidaki et al. 2009)
angewandt. In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass die Inkubation in geschlossenen
Inkubationsflaschen die Methanbildung in Biogasanlagen vergleichsweise gut abbildet (Sell et al.
2011). Es gibt Vorschlage, eine Standardisierung dieser Methode zu erreichen (Vedrenne et al. 2008,
Angelidaki et al. 2009). Fiir eine erfolgreiche Bestimmung des maximalen Methanbildungspotentials
sind demnach frische (<24 h nach Ausscheidung, bzw. bei -20°C gelagert) Glilleproben nétig. Weitere
Voraussetzungen sind anaerobe Verhaltnisse, ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen Giille und dar-
Uber liegender Gasphase, eine gleich bleibende Temperatur, sowie regelmaBiges, aber nicht zu star-
kes Mischen. Eine eventuelle Verdiinnung der Giille auf Trockenmassegehalte < 4% sowie auf
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Ammoniak-Gehalte < 100 mM und Konzentrationen an kurzkettigen Fettsauren auf < 5g/I ist ebenfalls
entscheidend (Vedrenne et al. 2008, Angelidaki et al. 2009).

Offene Systeme

Im Gegenzug zu geschlossenen Systemen wird in kontinuierlichen, offenen Systemen taglich Fut-
ter/Substrat zugefiihrt und die Stoffwechselendprodukte werden abgefiihrt.

Das Pansensimulationssystem RUSITEC (rumen simulation technique; Czerkawski und Brecken-
rigde 1977) ist ein kontinuierliches System, das i. d. R. bei taglicher Fitterung und konstantem Puf-
ferzu- und Fermentationsfliissigkeitsabfluss (iber 10 bis 15 Tage, unter Ausschluss von Tageslicht,
betrieben wird (Abbildung 1C). Das Durchmischen des sich in Nylonsackchen befindlichen Futters mit
der mikroorganismenreichen Fliissigkeit wird erreicht, indem ein Innenbehélter mit den Futtersack-
chen regelmaBig durch die Fliissigkeit bewegt wird. Obwohl in kontinuierlichen Pansensimulationssys-
temen die Protozoenpopulation i. d. R. im Lauf der Experimentalperiode abnimmt und in dem Zuge
sich auch die Zusammensetzung der Methanogenenpopulation dndert (Sharp et al. 1998), scheint eine
Kernpopulation von Prokaryoten &hnlich derjenigen im Pansen bestehen zu bleiben, die somit auch
funktional der im Pansen ahnelt (Ziemer et al. 2000).

Es gibt Ansdtze, die Pansensimulation in kontinuierlichen Systemen weiter zu verbessern. Beispielhaft
waren hier der Versuch genannt, eine Fasermatte dhnlich der im Pansen zu etablieren (Muetzel et al.
2009) sowie Systeme, welche die Absorption von kurzkettigen Fettsduren lber die Pansenwand simu-
lieren (Hino et al. 1993).

In vitro Kultivierung

Fir Untersuchungen des Stoffwechsels einzelner Mikroben-Arten oder um Interaktionen zwischen
definierten Arten zu untersuchen, stehen Reinkulturen aus Kulturensammlungen oder durch direkte
Isolierung aus dem Pansen zur Verfiigung. Die Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkul-
turen (DSMZ) etwa stellt eine Vielzahl von Reinkulturen von Bakterien und Methanogenen zur Verfi-
gung. Protozoen nehmen dabei eine Sonderstellung ein, da deren Kultivierung, wenn sie tber mehr
als einige Tage geht, nur in Anwesenheit von Bakterien mdglich ist und diese daher nicht als Reinkul-
turen im engeren Sinn kultiviert werden kdnnen. Die Untersuchung des Stoffwechsels der Protozoen-
zellen wird weiterhin dadurch verkompliziert, dass Protozoen auch intrazelluldar mit Methanogenen
assoziiert sind sowie Bakterien aufnehmen. Fiir Untersuchungen des Protozoen-Stoffwechsels miissen
die Kulturen daher méglichst gut gewaschen und eventuell mit Antibiotika versetzt werden (Belzecki et
al. 2010). Trotz solcher Anstrengungen kdnnten geringe Konzentrationen etwa von Xylanasen, die in
Entodinium caudatum gefunden wurden, auf intrazellulare Bakterien zuriickzufiihren sein (Bera-Maillet
et al 2005), da in dessen Genom keine Hinweise auf Gene gefunden wurden, die im Zusammenhang
mit dem Faserabbau stehen (Ricard et al. 2006). Obwohl im Rahmen eines EU-Projektes auch fiir
Protozoen eine Kulturenbank etabliert wurde (European rumen ciliate culture collection; ERCULE), ist
es durchaus géngige Praxis, Protozoen jeweils frisch aus dem Pansen zu isolieren (z.B. Belzecki et al.
2010) und in Batch-Kulturen, in Anwesenheit von Pansen-Prokaryoten, zu vermehren (Abbildung 1D).
Im Fall der Protozoen stellt sich auch die Frage, wie gut der Stoffwechsel von langzeitkultivierten Pro-
tozoen vergleichbar ist mit Protozoen in ihrem natirlich Habitat (Kisidayova et al. 2005).

Die Kultivierung von Methanogenen (Abbildung 1E), Bakterien, und Protozoen kann entweder in
Batch-Kulturen (z.B. Zeitz et al. 2011, Zhou et al. eingereicht) oder in kontinuierlichen Kulturen (Mi-
chalowski 1978, Miller et al. 2005) erfolgen. In Batch-Kulturen stellt ein regelmassiger Transfer von
etablierter Kultur, die in frischer Medium Uberimpft werden, eine ,kontinuierliche™ Kultivierung sicher.
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Charakterisierung der Pansenmikroorganismen

Eine Mikroorganismengemeinschaft lasst sich durch ihre Dichte und Populationszusammensetzung
charakterisieren, durch die Gesamtheit aller Funktionen, die sie potentiell ausfiihren kann (Gen-
Ausstattung, Aktivitat auf mRNA-Basis), sowie durch die Funktionen, die tatsachlich ausgefiihrt wer-
den (Aktivitat auf Protein-/Enzymebene).

Die Charakterisierung der Diversitat der Mikroorganismen ist nicht ausreichend, um die Wirkung von
z.B. Futtermitteln und Futterzusatzstoffen vorherzusagen. So sind etwa Zellzahl und Methanproduktion
(Soliva et al. 2003) bzw. Aktivitdt, gemessen (iber die Menge an mRNA (Popova et al. 2011), nicht
unbedingt korreliert. Allerdings ist auch die Expression des fiir die Methanbildung unabdingbaren
mcrA-Gens nicht unbedingt mit der Methanbildung korreliert (Abecia et al. 2010), was die Notwendig-
keit verdeutlicht, auch auf Proteinebene zu untersuchen. In Proben aus komplexen Systemen wie z.B.
dem Pansen wird die Nutzung der “omics -Technologien empfohlen, um den Link zwischen der Ge-
samtheit aller Gene (" (meta)genomics”), der mRNA (“transciptomics "), der Proteine (" proteomics”)
und der gebildeten Metaboliten (“metabolomics’) zu machen und Einfliisse auf das System Pansen
adaquat zu beschreiben. Untersuchungen der mikrobiellen Populationen und Funktionen im Detail
kdnnen das Wissen Uber die im Pansen ablaufenden Vorgange vertiefen und es ermdglichen, Wir-
kungsmechanismen aufklaren. So wird etwa der initiale Celluloseabbau im Pansen von nur wenigen
Mikroorganismenarten ausgefiihrt, in deren Genom die entsprechend nétigen Gene (ibermaBig stark
vertreten sind (Wallace 2008). Zur Aufkldrung der Prozesse, die zur subklinischen Azidose fiihren,
waren mikrobielle Untersuchungen ebenso wichtig wie Untersuchungen im Stoffwechsel der Kuh
(Gohzo et al. 2005, Krause und Oetzel 2006). Es kommt zur Stérung des Gleichgewichtes von laktat-
produzierenden und laktatverwertenden Bakterien, zu einer verringerten Diversitat und damit Stabili-
tat der Mikroorganismengemeinschaft und der verstarkten Freisetzung von Endotoxinen, vermutlich
durch die Lysis gram-negativer Bakterien. Das verstdrkte Eintreten der Endotoxine in den Blutkreislauf
durch das durch geringe pH-Werte angegriffene Pansenepithel sind verantwortlich fiir den Anstieg von
Akute-Phase-Proteinen/Entziindungsmarkern im Blut sowie weiterer Folgeprozesse (Gohzo et al. 2005,
Krause und Oetzel 2006). Es sei hier aber noch angemerkt, dass fehlendes oder unvollstédndiges Wis-
sen (ber das genaue Zusammenspiel der Mikroorganismen im Pansen erfolgreiche Manipulationen,
z.B. Uber die Fitterung, nicht verhindern muss.

Populationszusammensetzung der Pansenmikroorganismen

Verschiedene Techniken stehen zu Verfligung, um die Zellzahlen sowie die Populationszusammenset-
zung verschiedener Gruppen von Mikroorganismen zu erfassen (fir Zusammenstellungen siehe
McSweeney et al. 2007 und Sirohi et al. 2012). Diese haben das Ziel, das Wissen um die mikrobiellen
Interaktionen und um die Einflussfaktoren auf die mikrobielle Diversitat zu erweitern. Unter den mole-
kularen Techniken ist, wenn Informationen Uber unkultivierte und unbekannte Mikroorganismen im
Vordergrund stehen, z.B. die DNA-Sequenzierung die Methode der Wahl. Im Gegenzug kommen oft
DNA-Sonden-basierte Techniken zum Einsatz, wenn man wei3, nach welchen Mikroorganismen man
suchen muss. Die Liste der im Folgenden genannten Techniken erhebt keinen Anspruch auf Vollstan-
digkeit.

Die Lichtmikroskopie ist insbesondere zur Charakterisierung der Protozoen geeignet, da diese auf-
grund ihrer GroBe (Pansen-Ciliaten: Lange ca. 10 — 400 um) bereits unter 100-400-facher Vergrosse-
rung gut gezahlt und unterschieden werden kénnen (z.B. Zeitz et al. 2012). Die Klassifizierung der
Protozoen auf Ebene der Familie, Gattung oder Art erfordert jedoch Kenntnisse {iber die artspezifische
Morphologie/Anatomie und ist zeitaufwendig.

Man nimmt an, dass nur < 15% der Pansenmikroorganismen identifiziert oder kultiviert sind. Der
Nachweis von Pansenmikroorganismen durch Kultivierung hat, neben dem hohen Zeitaufwand, den
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Nachteil, dass nicht alle Mikroorganismen auf diese Weise nachweisbar sind. Die Differenzierung von
Mikroorganismen geschieht hier durch das Wachstum auf Medien mit verschiedenen Nahrstoffen oder
Zusatzstoffen oder deren Fehlen — und ist damit direkt mit den Fahigkeiten verbunden, welche die
Mikroorganismen besitzen. Dies hat den Nachteil, dass der Nachweis einzelner Arten i. d. R. fast nicht
moglich ist. Als vorteilhaft kann dagegen betrachtet werden, dass die Mikroorganismen anhand ihrer
Fahigkeiten gruppiert werden — dies ist insbesondere dann giinstig, wenn noch wenig dariiber be-
kannt ist, welche Art(en) im Pansen fiir den Abbau oder Umbau einzelner Substanzen verantwortlich
sind und deshalb nicht spezifisch nach diesen Arten gesucht werden kann. Beispielhaft soll hier der
Nachweis tannin-resistenter Bakterien genannt werden: nach 3.5 Wochen mit bis zu 2% Acacia-
Tannin im Futter stieg der Anteil tannin-resistenter Bakterien (0.05% Tannin im Kultivierungsmedium)
im Mause-Kot auf bis zu 50% aller kultivierbarer Bakterien an (Smith and Mackie, 2004).

Der Nachweis von einzelnen Gruppen von Pansenmikroorganismen bzw. der mikrobiellen Populations-
zusammensetzung im Pansen ist auch durch den Nachweis von art-, gattungs-, familien- oder ord-
nungsspezifischen DNA-Fragmenten mdglich — unter der Voraussetzung, dass (Teil-)DNA-Sequenzen
der jeweiligen Gruppe bekannt sind, die in Form von kurzen einzelstrangigen DNA-Fragmenten als
Sonden eingesetzt werden kdnnen. Dieser Nachweis mikrobieller DNA kann sowohl erfolgen, wenn
sich die DNA noch in der Zelle befindet (/n situ-Hybridisierung) als auch wenn diese isoliert vorliegt
(z.B. PCR- und Sequenzierungs-Techniken, Southern Blot).

Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) werden zentrifugierte, in Puffer re-
suspendierte Zellen, deren Zellwand perforiert wurde, auf einem Objekttrager fixiert, bevor mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff markierte DNA-Sonden mit der DNA innerhalb der Zellen hybridisiert werden.
Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop kann per Auge oder mithilfe von Software ausgezahlt werden. So
konnte z.B. eine Veranderung der Populationszusammensetzung der methanogenen Population in
Abhangigkeit von der Zugabe an gesattigten Fettsdauren nachgewiesen werden (Soliva et al. 2004).
Kong et al. (2010) evaluierten den Einfluss von Leinsaat in Abhangigkeit von der Basisration auf die
bakterielle und methanogene Population. Vorteilhaft ist, dass die Zellen so tatsachlich ,gezahit" wer-
den kénnen — im Gegensatz zu Methoden, die mit isolierter DNA arbeiten und daher mit DNA-
Kopienzahlen (copy numbers), die nicht mit der Zellzahl gleichzusetzen sind und, wenn relativ quanti-
fiziert wird, eine Referenzgrdsse (z.B. totale Bakterienpopulation) erfordern. Die FISH ist im Vergleich
mit PCR-basierten Techniken allerdings weniger sensitiv und sehr viel zeitaufwendiger. Mit der Fluo-
reszenz-Mikroskopie kann mithilfe geeigneter Fluoreszenz-Farbstoffe auch unterschieden werden, ob
Zellen lebendig oder tot sind (Lebend-/Tot-Farbung; LIVE/DEAD staining), was auf der Suche nach
Mechanismen, etwa den Mechanismen der Hemmung von Methanogenen durch gesattigte Fettsduren
wertvolle Hinweise liefern kann (Zhou et al. eingereicht).

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) wird die zuvor aus Zellen isolierte DNA millionenfach
vervielfdltigt. Voraussetzung ist, dass zumindest eine Teil-DNA-Sequenz des fraglichen Mikroorganis-
mus oder der nachzuweisenden Gruppe bekannt ist, die dann in Form von kurzen Nukleotid-
Sequenzen als Primer dient, und im DNA-Mix der Zelle die Ziel-DNA fiir die Amplifizierung markiert.
Dies kann in der klassischen oder kompetitiven ,,Endpunkt-PCR" geschehen, in welcher der qualitative
Nachweis der vervielfaltigten DNA (ber die Gel-Elektrophorese geschieht, oder in der ,real-time"™ PCR,
in der quantitative Daten generiert werden. Primer sind fiir den Nachweis der wichtigsten Arten
und/oder Gruppen von Bakterien, Methanogenen, Protozoen und Pansenpilzen vorhanden
(McSweeney et al. 2007).

Neben der direkten Auswertung der generierten Daten kann die DNA mit verschiedenen Methoden
weiterbearbeitet werden, etwa fiir die DNA-Sequenzierung. Um die taxonomische Diversitat zu
analysieren, kommen z.B. Primer zum Einsatz, die spezifisch fiir Bakterien, Methanogene oder Eukary-
oten sind. Anschliessend wird die komplette Sequenz der in der PCR vervielfaltigten DNA bestimmt
und kann anhand von Vergleichen mit Datenbanken im Idealfall bis auf Artebene zugeordnet werden.
Verschiedene Sequenzierungsmethoden stehen zur Verfiigung, etwa die Sanger-Sequenzierung und
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die modernen "Next Generation Sequencing "-Techniken (z.B. Pyrosequencing), die in letzter Zeit ver-
starkt genutzt werden. So ist z.B. ein internationales Projekt im Gange, in dem die Diversitat der Bak-
terien, Pilze, Protozoen, Methanogene und Acetogenen im Pansen verschiedenster Nutz- und
Wildwiederkduer in verschiedensten Regionen der Welt analysiert wird
(www.globalrumencensus.org.nz). Wurde in der PCR die DNA einer ganze Gruppe von Mikroorganis-
men vervielféltig, kann die DNA z.B. auch mit "Fingerprinting "-Techniken wie der Denaturierenden
Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) weiter in mehrere getrennte DNA-Banden aufgeteilt wer-
den. Es entstehen Profile, die einen Vergleich der Diversitat der untersuchten mikrobiellen Gruppe
ermdglichen, allerdings nicht die Zuordnung zu taxonomischen Gruppen — wenn nicht z.B. eine Se-
quenzierung einzelner Banden erfolgt.

Trotz des Vorteils, dass mit PCR-basierten Techniken auch unkultivierte Mikroorganismen nachgewie-
sen werden kdnnen, und dass eine sehr viel umfassendere und schnellere Beschreibung der mikrobiel-
len Gemeinschaften mdglich ist als mit klassischen Methoden, miissen die damit generierten Daten
stets mit Bedacht interpretiert werden. Mehrere Publikationen zeigen, dass etwa die Wahl der DNA-
Extraktionsmethode (Bergmann et al. 2010) oder der Primer (Tymenson and McAllister 2012) die er-
zielten Ergebnisse stark beeinflusst.

Genetische Ausstattung der Pansenmikroorganismen

Die genetische Ausstattung einzelner Pansenmikroorganismen (Genom) kann mithilfe der DNA-
Sequenzierung bestimmt werden. Wird die gesamte genomische DNA aus dem Pansensaft extrahiert
(Metagenom) und sequenziert, so wird die genetische Ausstattung der gesamten Pansenmikroorga-
nismengemeinschaft und damit die Ausstattung an funktionalen Genen, unabhangig von ihrer taxo-
nomischen Klassifizierung, bestimmt (Singh et al. 2012, Ross et al. 2012). Auf diese Weise kdnnen
z.B. auch zusétzlich zur Entwicklung der Mikroorganismendiversitit die Anderungen in der funktiona-
len Genausstattung im Kalb im Verlauf des Wachstums verfolgt werden (Li et al 2012). Das Genom
der wichtigen Pansenmethanogenenart Methanobrevibacter ruminantium wurde kirzlich sequenziert,
u. a. um mogliche Zielstrukturen fiir dessen Hemmung zu finden (Leahy et al. 2010).

Aktivitat der Pansenmikroorganismen

Um Proteine/Enzyme zu bilden, miissen in der Mikroorganismenzelle Gene aktiviert bzw. exprimiert
werden (Transkription). Zellen synthetisieren zunachst, ausgehend von der DNA-Sequenz des jeweili-
gen Zielgens, mRNA, die dann in Proteine umgesetzt werden (Translation). Die Genexpression einzel-
ner Gene wird bestimmt, indem nach Extraktion der RNA und dem Umschreiben in cDNA gen-
spezifische Primer in der Real-Time PCR eingesetzt werden, die nur die Ziel-DNA vervielfdltigen. So
wurde etwa nachgewiesen, dass nach Anwendung einer methansenkenden Fltterungstrategie, trotz
gleichbleibender Kopienzahl an Methanogenen die methanogene Aktivitdt, gemessen (iber die Menge
an mRNA des flir die Methanbildung unabdingbaren mcrA Gens, sank (Popova et al. 2011). Mdglich-
keiten, ein ganzes Set an exprimierten, bekannten Zielgenen nachzuweisen, bieten sich mit
Microarray-Untersuchungen (z.B. Leahy et al. 2010). Sind die Zielgene nicht a priori bekannt und soll
die Gesamtheit der mRNA in einer Zelle analysiert werden, kann die RNA-Sequenzierung eingesetzt
werden (Roy et al. 2011). Wenige Studien beschreiben allerdings bisher die Anwendung der RNA-
Sequenzierung in Panseninhalt (Wang et al. 2011, Poulsen et al. 2013). Mithilfe von Quantifizierungen
methanogener DNA, Genexpressionsanalysen sowie erganzender /n vitro Untersuchungen von Pan-
sensaft wurde so beispielsweise herausgearbeitet, dass durch Rapsdlzulagen zu einer Milchviehration
besonders die ,, Thermoplasmata®, eine neu entdeckte Ordnung von Methanogenen, gehemmt wurden,
und dass diese Methylamine als Substrat nutzen (Poulsen et al. 2013).
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Wie oben erwahnt, ist die Ebene der mRNA nicht ausreichend, um die tatsachlichen Aktivitatsande-
rungen auf Proteinebene zu beschreiben. Da einerseits die mRNA nicht in jedem Fall in eine Pro-
teinsequenz umgesetzt wird, und andererseits die Proteinsequenzen post-translational modifiziert
werden (kdénnen) sowie zudem die Aktivitat des Proteins/Enzyms selbst reguliert werden kann, zeigt
die Menge an mRNA zwar die Aktivitat der Gene an, jedoch nicht, wie viel Protein gebildet wurde und
wie aktiv die gebildeten Proteine sind. Methoden der Proteomics, oder Enzymaktivitéts-Assays ergan-
zen daher die Daten, die in der Genexpressionsanalyse gewonnen werden sowie das Wissen um Zell-
zahlen und Populationszusammensetzung. Bei der Verfiitterung von Sapindus-Saponinen an Schafe
zeigte sich etwa, dass die Zellzahlen wichtiger faserabbauenden Mikroorganismen nicht mit den ge-
messenen Aktivitdten von Xylanase und Carboxymethylcellulase korreliert waren (Wina et al. 2005).

Um den Link zwischen der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft und den von ihnen ausgelibten
Funktionen zu machen, bietet sich auch der Einsatz stabiler Isotope an (Stable Isotope Probing, SIP;
Radajewski et al. 2000, McSweeney et al. 2007, Robinson et al. 2010). So kénnen etwa mithilfe von
mit stabilen Isotopen markierten Substraten gezielt die metabolischen Wege dieser Substrate im Ver-
dauungstrakt verfolgt und, verbunden mit nukleinsaure-basierten Techniken (s. oben), die dafiir ent-
scheidenden Mikroorganismen identifiziert werden. In Kélberkot wurden so etwa mithilfe von *C-
gelabelter Fructose fructose-fermentierende Bakterien identifiziert (Michinaka und Fujii 2012).
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Mit Umsetzung der Anforderungen der EU-Verordnung 882/2004 hat der Risikoorientierung verstarkt
Einzug in die Futtermittelkontrolle gehalten. Seither kommt der Eigenverantwortung und damit auch
der Eigenkontrolle der Futtermittelunternehmer eine stetig steigende Bedeutung zu. Ein wesentlicher
Anteil der Eigenverantwortung der Futtermittelunternehmer liegt in der Sicherstellung der Funktions-
tlchtigkeit der Mischfutterproduktionsanlage. Diese kann anhand der Mischgenauigkeit oder Mischgii-
te Uberpriift werden.

Mischgenauigkeit ist ein relativ weitldufiger Begriff und wird fir die Behandlung des Themas auf zwei
konkrete Anwendungsfalle eingeschrankt: Homogene Einmischbarkeit von Futterkomponenten, insbe-
sondere Futtermittelzusatzstoffe und Verschleppung von einer Charge zur nachsten. Dabei ist es wich-
tig, die gesamte Produktionsanlage zu betrachten und in die Priifung einzubeziehen und nicht nur den
isolierten Mischer selbst.

Die gesetzlichen Grundlagen fiir die Mischgiite sind sowohl in den Rechtstexten der EU als auch den
nationalen Gesetzen sehr allgemein gehalten. Mit der Festlegung von zuldssigen Riicksténden an Kok-
zidiostatika gemaB Abschnitt VII des Anhangs I der Richtlinie 2002/32/EG im AusmaB von maximal
1 % der erlaubten héchsten Einsatzmenge gibt es die einzige konkrete mengenmaBige Festlegung fiir
Verschleppungen. Unter Beriicksichtigung eines Sicherheitszuschlages sollte in der Praxis ein Wert von
0,5 % angestrebt werden, der von marktiblichen Anlagen ohne Spiilcharge nicht immer problemlos
erreicht werden kann. Untersuchungen des IFF Braunschweig an mehr als 350 Mischanlagen ergaben
Verschleppungsraten von bis zu 10 %. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass die Herstel-
lung von Fitterungsarzneimitteln mit fahrbaren Mahl- und Mischanlagen, die auch fiir die Herstellung
sonstiger Futtermittel Verwendung finden eher kritisch zu sehen ist, da eine Reihe von Medikamenten
auch noch nach mehreren Folgechargen ohne Einsatz der betreffenden Substanz nachweisbar sind,
wie eine Publikation von D.W.R. Bleyl und K. Bosshammer aus dem Jahre 2007 ausfiihrt. Andere ge-
setzliche Forderungen beschranken sich auf die allgemeinen Anforderungen gemdaB § 3 und die be-
trieblichen Anforderungen gemaB § 12 des Futtermittelgesetzes 1999 in der aktuell giiltigen Fassung.
Im Rahmen der Regelungen fiir die Futtermittelhygiene entsprechend Verordnung (EG)183/2005 fin-
den sich maBgebliche Anforderungen im Anhang II. Unter Einrichtung und Ausriistung wird allgemein
und ohne Festsetzung konkreter quantitativer Orientierungswerte gefordert, dass Schritte zur Vermei-
dung des Risikos von Kreuzkontamination zu setzen sind und die Fahigkeit der Mischanlage zur Her-
stellung homogener Mischungen nachzuweisen ist. Im Zuge der Herstellung werden zudem
ausreichende Eigenkontrollen verlangt, die den Nachweis der Funktion der Mischanlage einschlieBen.

Ausgehend von friiheren Anforderungen, wie beispielsweise der Beigabe von Vormischungen zu
Mischfutter im MindestausmalB von 0,05 % flir dazu berechtigte Betriebe (§ 18 der bereits ersetzten
und somit nicht mehr giiltigen Futtermittelverordnung 2000) ergab sich eine geforderte Mischgenauig-
keit von 1:2.000, die mit Sicherheitszuschlag auf 1: 10.000 angehoben wurde. Dieser Wert ist nach
wie vor als behérdliche Mindestforderung fiir gewerbliche Mischanlagen anzusehen. In der Praxis ist
es jedoch Ublich, dass viele Hersteller von Mischern schon seit geraumer Zeit einen Standard von
1:100.000 fiir ihre Produkte ansetzen, damit auch Vormischungen mit einer ausreichenden Misch-
genauigkeit hergestellt werden kénnen.
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Fiir die Uberpriifung der Mischgenauigkeit haben sich in der Praxis eine Vielzahl von unterschiedlichen
Methoden etabliert. Dabei ist es wichtig, zu unterscheiden, welche Mischer Gegenstand der Uberprii-
fung sind und welches Mischgut mit den jeweiligen Geraten verarbeitet werden soll. Als groBe Grup-
pen kann man dabei folgende vier Gruppen unterscheiden:

e Landwirtschaftliche Mischwagen fiir die Herstellung von TMR

e Mobile Mischer mit Fassungsvermégen von 50 kg bis 2.500 kg fiir den unmittelbaren und auch
Uberbetrieblichen Einsatz am landwirtschaftlichen Betrieb, die entweder in ein Fiitterungssys-
tem eingebunden sind, oder auch isoliert betrieben werden, z.B. zur Herstellung von Fiitte-
rungsarzneimitteln. Als mdgliche Bauformen werden hier Trommel-, Schrag- und
Vertikalmischer angetroffen

e Mobile Mahl- und Mischanlagen, die als Dienstleister fungieren
e Gewerbliche Mischanlagen bei Mischfutterherstellern

Die Uberpriifung der Mischgenauigkeit darf nicht als Einmalereignis betrachtet werden, sondern muss
je nach technischer Beanspruchung einer Anlage in regelmaBigen Abstdnden wiederholt werden.
Hauptursache fiir die Veranderungen der Funktionstlichtigkeit einer Mischanlage ist der Materialverlust
an den produktberiihrenden Teilen infolge Abnutzung. Es erscheint also nachvollziehbar und logisch,
dass der Metallabtrag an Mischpaddeln, -wellen oder -schnecken bei der Verarbeitung von minerali-
schen Komponenten im zeitlichen Verlauf rascher von Statten geht als beim Einsatz mit mehrheitlich
pflanzlichen Rohstoffen. Als grober Orientierungswert fiir die Wiederholung einer Uberpriifung der
Mischgenauigkeit sollte ein Zeitraum von etwa 5 Jahren ins Auge gefasst werden. Diese Frequenz
wurde auch beim letzten Audit des FVO (Food and Veterinary Office) in Osterreich im Janner dieses
Jahres im Rahmen einer sogenannten EU-Inspektion vorgeschlagen bzw. bestdtigt. Bei Neugeraten
kann die Uberpriifung der Mischgenauigkeit dann entfallen, wenn seitens der Hersteller entsprechende
Zertifikate aufgrund von Eigenuntersuchungen mitgeliefert werden.

Vor Behandlung der einzelnen Mdglichkeiten ist vorauszuschicken, dass eine Methode ausreichend
genau sein muss, sich jedoch der Aufwand fiir die Untersuchung und damit die Kosten in Grenzen
halten sollte. Zudem geht der Trend in die Richtung, dass Marker eingesetzt werden, die eine Weiter-
verwendung der Testchargen in der Tierernahrung erlauben, was in friiheren Zeiten durch den Einsatz
von z.B. Kobaltsalzen oder giftigen Farbstoffen wie Methylviolett nicht immer der Fall war. Weiters ist
darauf zu achten, dass im Zuge aller Methoden eine ausreichende Menge an Einzelproben gezogen
und untersucht werden muss, damit das Ergebnis statistisch ausgewertet werden kann und somit
aussagekraftig ist. Nicht unwesentlich ist auch die Thermostabilitét von Markern, wenn ein Test mit
pelletiertem Futter durchgefiihrt wird. Das ist v.a. beim Einsatz von Farbstoffen zu beachten. Wenn
mit zugesetzten oder im Produkt enthaltenen Markern gearbeitet wird, ist wesentlich, dass diese Stof-
fe moglichst keine elektrostatischen Eigenschaften oder sonstige chemisch-physikalische Besonderhei-
ten aufweisen, die eine Untersuchung verfalschen kénnten.

TMR — Mischwagen am landwirtschaftlichen Betrieb

Bei Mischwagen kdnnen die Fraktionen der einzelnen Futterkomponenten im Gegensatz zu handelstib-
lichem Mischfutter sehr unterschiedlich sein. Neben mehlférmigen Anteilen wird auch Rauhfutter ein-
gesetzt, das durch den Einsatz von Schneidwerkzeugen im Zuge des Mischvorgangs weiter zerkleinert
wird. Eine wichtige Rolle zur Uberpriifung der Mischgenauigkeit spielt in diesem Fall daher die Schiit-
telbox, mit der der Anteil einzelner Fraktionen an der Mischung Uberpriift werden kann. Weitere Mog-
lichkeiten sind die sogenannte Erbsen- und Bohnenmethode (nach Dr. Kalayci) oder die
Untersuchung von chemischen Parametern, wie Chlorid als MaBstab fiir die Verteilung von
Viehsalz in der Mischung. Diese Methoden sind relativ kostenglinstig, da Erbsen oder Bohnen ausge-
zahlt werden konnen und fiir Chlorid Teststreifen mit Farbereaktion einsetzbar sind. Bei der Erbsen-
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und Bohnenmethode wird dem Mischwageninhalt ein Anteil von mindestens 2 % Erbsen oder Bohnen
zugesetzt, das entspricht 40 kg bei einer Mischung von 2 t. AnschlieBend erfolgt der Mischvorgang,
der in der Regel etwa 15 bis 20 Minuten dauert. Vor Austrag der Mischung auf den Futtertisch werden
entlang der Futterkrippe in gleichméaBigem Abstand 5 bis 10 Kiibel platziert, die die Proben aufnehmen
sollen. Die in den Proben enthaltenen Erbsen oder Bohnen werden anschlieBend aus den Proben her-
ausgesiebt und mit dem Ergebnis der Variationskoeffizient errechnet. Dieser sollte bei guten Mischun-
gen einen Wert von 10 % nicht Uibersteigen.

Sonstige Mischer

Auch fiir diese Anwendungen kdénnen eine Reihe von chemischen Parametern herangezogen wer-
den, wie Spurenelemente (Zink, Mangan, Kupfer, etc.), Vitamine, Rohnahrstoffe, Harnstoff oder zuge-
setztes MHA (Hydroxy-Analog von Methionin). Diese Methoden sind aber relativ kostenintensiv, wenn
eine fir die statistische Auswertung erforderliche Anzahl an Proben von 15 bis 20 eingehalten wird. In
der Praxis werden daher gerne Microtracer eingesetzt, die einerseits sowohl kostengiinstig sind und
eine rasche, aussagekraftige Auswertung erlauben als auch den zeitlichen Gesamtaufwand fiir die
Untersuchung in Grenzen halten. Microtracer sind mit Lebensmittelfarbe tberzogene Eisenpartikel mit
definierter Partikelanzahl je Gramm. Die Partikelanzahl bewegt sich je nach Tracertyp zwischen 25.000
(Microtracer F) und > 2 Mio./g (Microtracer RF). Die Menge an Tracer ist so zu wahlen, dass in einer
Probenmenge von ca. 200 g etwa 50 Partikel zu erwarten sind. Somit ergibt das im Falle des F-Tracers
eine Einsatzmenge von 10 g je Tonne. Der Tracer wird in der Praxis entweder mit Futterkalk oder
einem anderen Einzelfuttermittel vorgemischt. Diese Vormischung wird der Mischanlage dort zuge-
setzt, wo auch die Zugabe von Zusatzstoffen erfolgt. Aus dem Mischernachbehalter oder direkt bei der
Absackung werden gleichmaBig Uber die Charge verteilt 20 Proben gezogen. Der in die Testmischung
eingebrachte Tracer wird aus den gezogenen Proben mittels Rotationsmagnet physikalisch extrahiert
und die Auswertung erfolgt durch Auszahlung der Anzahl der Tracerpartikel, die auf einem mit Wasser
oder Losungsmittel befeuchteten Filterblatt als Farbpunkte sichtbar gemacht werden. Durch rasche
Trocknung des Filterblattes werden die Farbpunkte fixiert, bevor sie ineinander laufen. Die Auswer-
tung der Ergebnisse erfolgt nach der Poisson-Verteilung mittels Chi-Quadrat Test. Die dabei errechne-
te Wahrscheinlichkeit sollte im Falle einer homogenen Mischung Uber 5 % liegen. Die zu erwartenden
Kosten flir eine Mischgenauigkeitsuntersuchung mittels Microtracer liegen im Bereich von EUR 500,-
(excl. Reisespesen und Mwst.).

Erfahrungen der AGES

Im Zuge der Umsetzung der Anforderungen der Richtlinie 95/69/EG Uber die Zulassung und Registrie-
rung von Betrieben (Vorgdngerregelung zur Futtermittelhygieneverordnung) und nach Recherche zu
marktiiblichen Methoden wurden die Microtracer als kostengiinstige Methode der Wahl festgelegt. Mit
2002 wurden erste Privatauftrage zur Mischerpriifung lbernommen. 2003 wurde im Auftrag der
Landwirtschaftskammer Oberdsterreich ein allgemeiner Priifbericht fiir den Einsatz von Mischern zur
Herstellung von Flitterungsarzneimitteln am landwirtschaftlichen Betrieb im Zuge des Tierarzneimittel-
kontrollgesetzes erstellt. Im Rahmen dieses Auftrages wurden mehr als 30 Trommel-, Schrag- und
Vertikalmischer Uberpriift. Dieser allgemeine Priifbericht hat die Eignung der genannten Mischertypen
fir die Herstellung von Fiitterungsarzneimittel bestatigt und war die Grundlage fiir die entsprechenden
Normtypenblatter.

Nach bisherigen Erfahrungen der AGES ergibt sich, dass Mischanlagen mit einer Vielzahl an Methoden
sowohl auf Mischgenauigkeit als auch Verschleppungsausma@ Uberpriift werden kdnnen. Fir die Wahl
der Methode ist der jeweilige Anwendungsfall und die damit verbundene Fragestellung maBgeblich.
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Einleitung

Die derzeit giiltige Norm zur Versorgung mit Rohprotein (XP) fiir Mastbullen in Deutschland von 1995
(GfE, 1995) geht von geringerem Schlachtgewicht aus als heutzutage ublich ist. Aus diesem Grund
wurde ein Fitterungsversuch durchgefiihrt, um den Rohproteinbedarf von Mastbullen neu einzuschat-
zen (AICHNER et al., 2013). Des Weiteren sollte mit diesem Versuch abgeklart werden, wie weit die
Proteinversorgung in der Mast ohne negative Effekte auf die Leistung abgesenkt werden kann.

Um auch eine Aussage Uber die physiologischen Situation der Tiere machen zu kénnen wurde in der
vorliegenden Arbeit der Stoffwechselstatus der Tiere anhand von Leberenzymen im Blutserum Uber-
prift, Abbauprodukte des Purinstoffwechsels analysiert als auch die Pansenphysiologie untersucht.
Der Versuch ist dem Aktionsprogramm "Heimische EiweiBfuttermittel" zugeordnet, welches aus dem
bayerischen Regierungsprogramm "Aufbruch Bayern" finanziert wird.

Material und Methoden

Die Studie wurde mit 60 Jungbullen der Rasse Fleckvieh an der bayerischen Landesanstalt fiir Land-
wirtschaft an der Versuchsstation in Grub durchgefiihrt. Die Tiere wurden wahrend des gesamten
Versuchs in einem nicht warmeisolierten Tretmiststall gehalten. Die Jungbullen wurden mit einem
Anfangsgewicht von 216 + 7 kg und einem Anfangsalter von 148 = 7 Tagen unter Berlicksichtigung
von Lebendgewicht und Alter gleichmaBig auf finf Gruppen mit jeweils 12 Tieren verteilt. Der Versuch
erstreckte sich (iber einen Zeitraum von ca. 350 Tagen bis zu einem mittleren Alter von 499 Tagen.

Die Bullen wurden (ber eine Total Misch Ration (TMR) auf Basis Maissilage (68% TM), Kraftfutter
(29% TM) und Gerstenstroh (3% TM) mit einem Energiegehalt von 11,5 MJ ME versorgt. Bis auf den
Proteingehalt waren die fiinf Rationen bzgl. deren Inhaltsstoffe miteinander vergleichbar. Um eine
gestaffelte Proteinversorgung in den Rationen gewahrleisten zu kénnen, wurden zwei Kraftfuttermi-
schungen (Kfl: Kraftfutter proteinarm; Kf2: Kraftfutter proteinreich) erstellt. Die Zusammensetzung
der Kraftfuttermischungen ist in Tabelle 1 dargestellt. Diese beiden Kraftfutter wurden den Gesamtra-
tionen im Verhaltnis 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 und 0:100 beigemischt, sodass eine gestaffelte Pro-
teinversorgung von deutlich unterhalb der Norm in Gruppe 1 (8,3 % XP der TM) bis hin zur
Uberversorgung in Gruppe 5 (16,4 % XP der TM) erreicht wurde. Die Rohnahrstoff- bzw. Energiegeh-
alte der Einzelkomponenten wurden wéchentlich nach Weender analysiert (NAUMANN et al. 1997).
Das Futter wurde den Bullen ad /ibitum verabreicht; auch das Wasser stand Uber Selbsttranken zur
freien Verfiigung.

Die Lebendmasse der Bullen wurden in einem vierwdchigen Rhythmus ermittelt. In einem 12-
wochigen Turnus wurden Blutproben von allen Tieren gewonnen um diese auf leberspezifische Enzy-
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me hin zu analysieren. Das Blut wurde durch Punktion der V. jugularis gewonnen und sofort in eine
Serum- und Plasma-Monovette (Fa. Sarstedt, Nimbrecht) abgefiillt und durch Schwenken homogeni-
siert. Flr die Bestimmung der leberspezifischen Enzyme wurde die Serum-Monovetten umgehend in
das Labor des Tiergesundheitsdienstes Bayern e.V. (Grub) zur Analyse gebracht. Die Probengewin-
nung am Tag der Schlachtung erfolgte im Verlauf des Schlachtvorganges. Nach Betdubung mittels
Bolzenschuss und Eréffnung der HalsgefaBe durch einen Halsschnitt wurden Serum- und Plasma-
Monovetten befiillt. Die untersuchten Parameter waren GLDH (Glutamat-Dehydrogenase), AP (Alkali-
sche Phosphatase) sowie AST (Asparat-Aminotransferase). Die Parameter wurden am Tag der
Schlachtung untersucht. Die GLDH wurde zusatzlich auch an den Versuchstagen 0, 70, 152 und 320
analysiert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kraftfuttervormischungen Kfl und Kf2

Kraftfutterkomponenten Kf1l (TM%) Kf2 (TM%)
Kérnermais 10,6 8,7
Sojadl 3,6 ---
Sojaextraktionsschrot 3,6 63,0
Rapsextraktionsschrot --- 22,1
Trockenschnitzel 62,5 ---
Weizen 14,2 -—-
Mineralfutter 5,6 6,2

Fir die Untersuchung der Abbauprodukte des Purinstoffwechsels Allantoin und Kreatinin, wurden am
152. Versuchstag und am Tag der Schlachtung Plasmaproben gewonnen und in Anlehnung an eine
Arbeit von BALCELLS et al. (1992) hin analysiert.

Um den Pansen auf verschiedene Parameter hin untersuchen zu kdnnen, wurde dieser bei der
Schlachtung der Tiere im betriebseigenen Schlachthaus in Grub entleert und gewaschen. Hinsichtlich
der Morphologie des Pansens wurden die Pansenzottenzahl / cm? unter einer Lichtlupe mit einer Ver-
groBerung von 1,5 ausgezahlt; die Pansenwanddicke (mm) und die Pansenzottenhdhe incl. Pansen-
wand (mm) wurden mit einer Schublehre vermessen. Hierzu wurden im Bereich des
Schleudermagens, dem ventralen Pansensack und dem dorsalen Endblindsack je drei Gewebeproben
gewonnen, an denen die Messungen durchgefiihrt wurden.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistiksoftwarepakets SAS (SAS Institu-
te, Version 9.2, Cary, NC, USA) unter Zugrundelegung einer einfaktoriellen Varianzanalyse. Signifikan-
te Unterschiede zwischen den Mittelwerten wurden mit dem Student-Newman-Keuls-Test (p < 0,05)
ermittelt und mit unterschiedlichen Hochbuchstaben gekennzeichnet.

Ergebnisse und Diskussion

Bei einem Uberhdhten Proteinangebot in der Ration muss in der Leber der Ammoniak, der in den
Vormagen anfallt, zu Harnstoff umgewandelt werden. Es ist bekannt, dass eine hohe Proteinversor-
gung zu einer akuten und chronischen Belastung der Leber flihren kann, die anhand von erhéhten
Blutserumwerten von GLDH, AST und AP gemessen werden kann. Die im vorliegenden Versuch unter-
suchten Blutparameter lagen, in den von KRAFT und DURR (2005) angegebenen Referenzbereichen.
Die GLDH ist beim Rind ein leberspezifisches Enzym; ihre Aktivitat ist innerhalb der Leberlappchen am
hochsten. Der Referenzbereich beim Rind geht bis 30 U/I. Voriibergehende Erhéhungen haben keine
besondere pathologische Wertigkeit, da die Aktivitdt der GLDH sehr rasch ansteigt, sich aber auch
aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit innerhalb weniger Tage normalisiert. Werte die das Dreifache der
oberen Grenze des Referenzbereiches (iberschreiten, sind ein MaB fiir eine Leberzellschadigung. In
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vorliegender Untersuchung waren die Werte der GLDH vor Versuchsbeginn miteinander vergleichbar;
wahrend des Versuchs war die Aktivitat der GLDH in der Gruppe mit 8,3% XP in der Ration am hdchs-
ten und fiel ab der nachst héheren Proteinstufe wieder ab (Tabelle 2). Bei den Werten am Tag der
Schlachtung lagen die beiden Gruppen mit wenig Protein in der Ration tendenziell héher als die restli-
chen Gruppen (Tabelle 3). Es scheint, dass im vorliegenden Versuch keine Leberbelastung durch die
hohen XP-Versorgungen verursacht wurde, aber es deutet darauf hin, dass es bei einer marginalen
XP-Versorgung eher zu einer Lebererkrankung kommt.

Die AST kommt ubiquitar im Kérper vor. Man findet hohe Aktivitaten in der Herz- und Skelettmuskula-
tur; in zweiter Linie auch in der Leber. Die AST wird beim Rind als Indikator fiir Leberkrankheiten her-
angezogen, wenn Muskelerkrankungen ausgeschlossen werden kénnen (KRAFT und DURR, 2005). Die
vorliegenden AST-Aktivitdten befanden sich im Referenzbereich und die einzelnen Gruppen unter-
schieden sich nicht voneinander. Die beobachteten Schwankungen zwischen den Gruppen lasst keine
Aussage Uber die XP-Versorgung zu.

Die AP kommt in fast allen Geweben und Organen vor und wird zur Diagnostik besonders bei Veran-
derungen der Leber und der Gallengange herangezogen. Bei Wiederkduern reagiert die AP erst bei
erheblichen Hepatopathien (KRAFT und DURR, 20005). Die gemessenen Werte in vorliegender Unter-
suchung befanden sich im physiologischen Bereich und lieBen keinen Zusammenhang zwischen der
Proteinzufuhr in der Ration und den AP-Werten im Blutserum erkennen.

Die unauffdlligen AST und AP Werte passen demnach auch mit den im physiologischen Bereich liegen-
den GLDH Werten des Schlachttages zusammen und schlieBen eine Belastung der Leber durch eine
hohe XP-Zufuhr in der Ration aus. Auch bei der Schlachtung konnten keine pathologischen Verande-
rungen der Leber festgestellt werden, was die Ergebnisse der analysierten Werte unterstreicht.

Tabelle 2: Gehalte der analysierten Parameter im Blut an den Versuchstagen (VT) 0, 70, 152 und
320

Gruppe 1 2 3 4 5

XP-Gehalt Referenz 8,3% 10,3% 12,3% 14,4% 16,4%
GLDH VTO < 30 U/l 31,1 +23 28,2 +14 30,2 +13 34,9 +23 27,1 £19
GLDH VT70 <30 U/I 32,4 £14%" 15,3 +8° 18,9 +10° 16,5 £5° 16,6 +5°
GLDH VT152 < 30 U/l 67,2 +60° 28,0 £24° 15,3 +8° 18,6 +8° 15,3 +6°
GLDH VT320 <30 U/l 27,7 £18° 18,8 +£15*° 9,5 +3° 11,8 +3° 12,6 +4°

Tabelle 3: Gehalte der analysierten Parameter im Blut am Tag der Schlachtung

Gruppe 1 2 3 4 5
XP-Gehalt Referenz 8,3% 10,3% 12,3% 14,4% 16,4%
AP < 300 U/l 252,8 +59 291,3 +£93 194,4 +42 2259 £99 | 221,0 £106
AST < 102 U/l 90,4 +11 93,1 £12 86,4 +18 91,2 +12 87,2 £10
GLDH < 30U/l 21,0 10" 21,1 £20° 12,5 +5° 11,1 +2° 12,3 +3°

*) verschiedene GroBbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen tendenzielle Unterschiede (p < 0,06)

Das harnfahige Ausscheidungsprodukt des Aminosauren-N ist Allantoin, welches beim oxidativen Ab-
bau aus Harnsaure gebildet wird. Mit Allantoin lasst sich somit die Bildung von Bakterienprotein ab-
schatzen, da es zum gréBten Teil beim Abbau der Nukleinsauren der Mikroben aus dem
Verdauungstrakt entsteht (SMITH, 1969). Der Gehalt an Allantoin sank in vorliegender Untersuchung
mit zunehmender XP-Versorgung ab. Bei der Schlachtung war ein gesichertes Maximum bei 10,3% XP
zu verzeichnen; bei hdheren XP-Gehalten fand ein Riickgang statt (Tabelle 4). Die héheren Allantoin
Werte bei den Gruppen mit niedriger XP-Zufuhr deuten darauf hin, dass mehr Bakterienprotein in
diesen Gruppen gebildet wurde, als in den hdher versorgten Gruppen. Der in der vorliegenden Arbeit
gefundene Anstieg von Allantoin bei niedrigen XP-Gehalten wurde auch in einer Arbeit von KREUZER
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et al. (1985) mit Hammeln in Harn beschrieben. Es scheint, dass bei den marginal versorgten Gruppen
eine effizientere Stickstoffausbeute erfolgt ist und dass bei diesen Gruppen auch eine enorme Wieder-
verwertung des Stickstoffs stattgefunden haben muss.

Kreatinin ist ein Produkt des endogenen Muskelstoffwechsels. Wie viel Kreatinin téglich gebildet wird,
hangt im Wesentlichen vom Gehalt an Kreatin im Kérper ab. Dieser Gehalt wird durch die Synthesera-
te und die Muskelmasse bestimmt; muskelkraftigere Individuen haben stets hdhere Kreatininwerte
(FINCO, 1997). Die Kreatininwerte wahrend des Versuches unterschieden sich zwischen den Gruppen
nicht. Bei Versuchsende stiegen die Kreatininwerte mit zunehmender XP-Versorgung an und erreichte
ein Maximum bei der Gruppe mit 14,4% XP und fielen anschlieBend signifikant ab. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die Tiere in der Gruppe mit 14,4% XP die héchste Muskelmasse aufwiesen, was sich
mit den Ergebnissen der Mastleitung dieses Versuches deckt (AICHNER et al., 2013). Dass die Nahr-
stoffversorgung keinen erkennbaren Einfluss auf die Kreatininwerte im Laufe des Versuches haben,
kann auch daher kommen, dass sich bei wachsenden Tieren die Variation der Abbaurate der Muskula-
tur weniger auf den gesamten Stoffwechsel auswirkt als bei bereits ausgewachsenen Tieren (WIN-
DISCH et al., 1995). LUMSDEN et al. (1980) zufolge hehmen die Gehalte an Kreatinin bei gesunden
Rindern mit zunehmenden Alter zu, was auch in diesem Versuch beobachtet werden konnte.

Tabelle 4: Werte der Abbauprodukte des Purinstoffwechsels am 152. Versuchstag (VT152) und am
Tag der Schlachtung (ST) in pg/ml

Gruppe 1 2 3 4 5
XP-Gehalt 8,3% 10,3% 12,3% 14,4% 16,4%
Allantoin VT152 32,2 5,67 30,4 £5,1%° 25,4 £3,0°° 27,3 +4,8*°¢ 24,5 £6,9°
Allantoin ST 21,3 £3,5%° 23,3 £4,3° 19,2 +4,2° 18,5 +3,2° 18,1 +2,0°
Kreatinin VT152 14,4 2,3 15,5 £1,5 14,3 £1,2 14,5 1,4 13,8 1,8
Kreatinin ST 19,8 £3,2°° 20,2 £2,4%° 21,52,3° 22,2 £3,1° 17,7 £2,7°

Tabelle 5: Parameter zur Beurteilung der Morphologie des Pansens

Gruppe 1 2 3 4 5
XP-Gehalt 8,3% 10,3% 12,3% 14,4% 16,4%
Schleudermagen

PWD mm 5,7 £1 5,7 1 5,0 £1 5,5 £1 5,7 £1

PZH mm 19,0 +4 20,2 +4 21,6 2 20,6 £5 21,5 +4

PZZ | cm? 28,2 £5 25,6 +4 22,6 £7 21,8 6 22,0 6
ventraler Pansensack

PWD mm 59 £1 6,3 £1 6,2 £1 59 £1 6,6 £2

PZH mm 12,3 +4 14,2 £4 14,8 £3 15,3 +4 14,8 £3

PZZ | cm? 30,2 £11 29,4 £10 26,4 £7 27,5 6 26,7 £7
dorsaler Endblindsack

PWD mm 5,6 1 5,6 £1 5,7 £1 5,4 +1 5,8 £1

PZH mm 11,3 £2 10,9 £2 11,0 £2 11,7 £5 12,0 £2

PZZ / cm? 34,9 £10 25,8 £7 27,5 £9 28,4 7 29,7 6

Die Schleimhaut des Pansens ist mit Pansenzotten besetzt. Aufgrund der Zotten wird die Oberfléche
des Pansens enorm vergroBert und bietet so eine verbesserte Absorption der Stoffwechselprodukte. Je
nach Pansenregion lassen sich unterschiedliche Zottentypen finden. SCHNORR und VOLLMERHAUS
(1967) berechneten fiir den Pansen von Rindern circa 250000 Hauptzotten, mit einer Besatzdichte von
durchschnittlich 10 bis 60 Zotten pro cm?; die Héhe wird in der Literatur mit bis zu 13 mm angegeben
(HOFFMANN und SCHNORR, 1982). In der vorliegenden Untersuchung konnten hinsichtlich der Pan-
senwanddicke (PWD), Pansenzottenhdhe incl. Pansenwand (PZH) und Pansenzottenzahl (PZZ), keine
signifikanten Unterschiede in den drei Regionen Schleudermagen, ventraler Pansensack und dorsaler
Endblindsack zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen festgestellt werden (Tabelle 5). Allerdings
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ist zu beachten, dass die marginal versorgte Gruppe tendenziell mehr Zotten pro cm? hatte, als die
héher versorgten Gruppen. Dies kénnte damit erklart werden, dass diese Gruppe, durch VergréBerung
der Pansenaoberflache, versucht eine héhere Absorption der Stoffwechselprodukte zu erreichen. Die
Zottenlénge als auch die Zottenzahl stimmte weitestgehend mit denen der Literatur Gberein. Es
scheint, dass bei Versuchsbeginn der Pansen schon so weit entwickelt war, dass die Proteinversor-
gung kaum mehr einen Einfluss auf die Zottenbildung gehabt hat. Es scheint als ob das Gewicht der
Tiere mit der Hohe der Zotten korreliert; die Anzahl der Zotten weist hingegen eine negative Korrelati-
on zum Gewicht auf.

Schlussfolgerung

Die Proteinversorgung in der vorliegenden Arbeit hat keinen Effekt auf die leberspezifischen Enzyme
am Tag der Schlachtung gezeigt. Die Werte der gemessenen Parameter GLDH, AST und AP lagen im
physiologischen Bereich. Bei dem Abbauprodukt Allantoin konnten hdéhere Gehalte in den marginal
versorgten Gruppen festgestellt werden, was auf eine bessere Stickstoffausnutzung und eine effekti-
vere Wiederverwertung an Stickstoff hindeutet. Die Kreatininwerte erreichten ein Maximum bei der
Gruppe mit dem héchsten Schlachtgewicht, was darauf deuten lasst, dass diese Tiere auch die mus-
kelkraftigsten Individuen waren. Dieser Versuch zeigte, dass die Proteinversorgung keinen wesentli-
chen Einfluss auf die Morphologie des Pansens hat.
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Einleitung

Praxisubliche Kraftfutter flir Fresserkalber enthalten haufig Leinextraktionsschrote oder —kuchen, wo-
bei Anteile von 10-15 % am Kraftfutter blich sind. Neben dem hohen Proteingehalt ist eine Begriin-
dung fiir die Verwendung von Leinprodukten eine mdgliche didtetische Wirkung, die besonders bei
Jungtieren Durchfallerkrankungen vorbeugen soll. Andererseits stellen teure Leinprodukte einen be-
deutenden Kostenfaktor flir die Kraftfuttermischungen dar. In einem frilheren Versuch konnten bei
teilweisem Ersatz von Rapsextraktionsschrot durch Leinextraktionsschrot im Kraftfutter fiir mannliche
Fresserkalber keine Auswirkungen auf Futteraufnahme, Zuwachsleistung oder Erkrankungen festge-
stellt werden (Ettle und Obermaier, 2012). In vorliegender Arbeit sollte liberpriift werden, ob sich bei
weiblichen Fresserkalbern nach Einsatz von 15 % Leinextraktionsschrot im Kraftfutter messbare Effek-
te auf Futteraufnahme, Mastleistung und Durchfallgeschehen ergeben.

Material und Methoden

Der Fitterungsversuch wurde mit 62 weiblichen Fleckviehtieren auf der Versuchsstation Karolinenfeld
der Bayer. Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL) (iber einen Zeitraum von 16 Wochen hinweg durch-
gefiihrt. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn im Mittel 44 + 10 Tage alt und 77 + 6 kg schwer. Sie
wurden unter Berticksichtigung von Lebendmasse und Alter gleichmaBig auf zwei Versuchsgruppen
(Rapsextraktionsschrot und Leinextraktionsschrot) aufgeteilt. Ein Teil der Tiere (21 je Versuchsgrup-
pe) war getrennt nach Versuchsgruppe in 2 Tiefstreubuchten in einem Warmstall untergebracht, die
Ubrigen Tiere in 2 Tiefstreubuchten in einem Aussenklimastall.

Das Kraftfutter der Versuchsgruppe 1 enthielt als Hauptproteintrager 35 % Rapsextraktionsschrot
(Tabelle 1). Im Kraftfutter der Versuchsgruppe 2 wurden 15 % Leinextraktionsschrot und 20 % Raps-
extraktionsschrot eingesetzt. Rechnerisch ergab sich fiir beide Kraftfutter ein Rohproteingehalt von
19 % bei einem Energiegehalt von 10,9 MJ ME/kg Futter. Die Rohnahrstoff- und Energiegehalte der
Extraktionsschrote sind in Tabelle 2 dargestellt.

Neben der TMR wurde in den ersten 42 Versuchstagen Milchaustauschertrénke (MAT mit 40 % Ma-
germilchpulveranteil, 130 g/l Tranke, angestrebte MAT-Aufwandmenge 30 kg/Tier) am Trankeautoma-
ten nach Plan angeboten.

Die Futteraufnahme wurde taglich je Futtergruppe erfasst. Von den TMR wurden wdchentliche Misch-
proben erstellt und daran die Rohndhrstoff- bzw. Energiegehalte nach Weender analysiert (Naumann
et al., 1997) bzw. mit dem Programm ,Zifo" unter Nutzung der hinterlegten Verdaulichkeiten berech-
net. Die Energie- und Rohnahrstoffversorgung wurde aus den taglich ermittelten TMR- und MAT-
Aufnahmen und deren Rohndhrstoffgehalten errechnet. Die Lebendmasse der Tiere wurde alle 2 Wo-
chen festgestellt und daraus die Tageszunahmen errechnet. Darliber hinaus wurde festgehalten, wie
haufig Durchfall bei den Tieren auftrat. Die Schwere des Durchfalls wurde mit einer Skala von 1 bis 3
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bewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programmpaket SAS (Varianzanalyse, Mittel-
wertsvergleich).

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kraftfuttermischungen (%)

Versuchsgruppe
Rapsextraktionsschrot Leinextraktionsschrot
Gerste 25,1 25,1
Weizen 26,6 26,6
Leinextraktionsschrot 0,0 15,0
Rapsextraktionsschrot 35,2 20,2
Trockenschnitzel 10,3 10,3
Mineralfutter 2,8 2,8

Tabelle 2: Rohnahrstoff- und Energiegehalte des Lein- und Rapsextraktionsschrotes

XA XP XL XF ME

% der TM Ml/kg TM
Leinextraktionsschrot 63,1 400 57 96 12,5
Rapsextraktionsschrot 72,7 396 43 142 12,0

Tabelle 3: Rohnahrstoff- und Energiegehalte der TMR (n=16 je Gruppe)

™ XA XP XL XF ME

g/kg g/kg TM MJ/kg TM
TMR Leinextraktionsschrot 656 50 139 24 179 11,1
TMR Rapsextraktionsschrot 659 50 136 22 177 11,1

Ergebnisse und Diskussion

Die Futteraufnahme lag wahrend der Trankephase in der Gruppe Rapsextraktionsschrot niedriger als
in der Gruppe Leinextraktionsschrot (Tabelle 4).

Dies ist hauptsachlich durch einen unvollstandigen Abruf an Tranke in der Rapsgruppe begriindet
(durchschnittlich 5 1/Tag gegeniiber 5,8 | in der Leinextraktionsschrotgruppe). Dadurch ergibt sich
auch eine verringerte Aufnahme an Energie und Rohprotein in der Rapsgruppe wahrend der Tranke-
phase. Diese Unterschiede traten bereits in den ersten Tagen auf (Abbildung 1), in denen nur eine
geringe Aufnahme an Kraftfutter bzw. Lein- oder Rapsextraktionsschrot zu verzeichnen war. Daher
scheinen die Unterschiede eher zuféllig und nicht durch die unterschiedlichen Proteintrager bedingt zu
sein. In der Phase nach dem Absetzen bis Versuchsende traten nur noch geringe Unterschiede in der
Futteraufnahme und Nahrstoffversorgung auf, so dass sich auch im Mittel des gesamten Versuchszeit-
raumes kaum mehr Gruppenunterschiede errechnen.

Die Unterschiede in der Nahrstoffversorgung spiegeln sich auch in den Zuwachsleistungen wider.
Wahrend der Trankephase hatten die Tiere in der Leinschrotgruppe annahernd 100 g héhere tagliche
Zunahmen als die Tiere in der Rapsextraktionsschrotgruppe (Tabelle 5). Nach der Trankephase und
Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg betrachtet waren die Zuwachsraten zwischen den bei-
den Gruppen aber annahernd gleich. Insgesamt lagen die taglichen Zunahmen mit knapp (ber
1100 g/Tier niedriger als in den zuletzt durchgefiihrten Untersuchungen mit mannlichen Fresserkal-
bern (z.B. Ettle et al., 2010a, b; Ettle und Obermaier, 2012). Neben dem Geschlecht kénnte ein Grund
sein, dass vorliegender Versuch bei einem relativ niedrigen Proteinversorgungsniveau durchgefiihrt
wurde, um eventuelle Unterschiede zwischen den Proteintragern besser herausarbeiten zu kénnen.
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Aus der Nahrstoffzusammensetzung von Leinextraktionsschrot und anderen Leinprodukten ergeben
sich mehrere Griinde, die fiir einen Einsatz in der Fiitterung sprechen. Die Produkte der Olgewinnung
aus Lein sind zunachst durch die hohen Proteingehalte gekennzeichnet, die mit denen von Rapsext-
raktionsschrot vergleichbar sind. Beziiglich der Proteinqualitdt lassen sich allerdings keine Vorteile des
Leinproteins im Vergleich zu Sojaprotein ableiten (Burris et al., 1974a, b). Auf Grund des hohen Prei-
ses von Leinextraktionsschrot erscheint dementsprechend der Einsatz in der Wiederkduerfiitterung
allein wegen des Proteingehaltes fraglich, solange Alternativen wie Raps- oder Sojaextraktionsschrot

verfiigbar sind.

Tabelle 4: Tagliche Futter-, ME- und XP- Aufnahme je Tier in den Versuchsabschnitten

Versuchsgruppe
Leinextraktionsschrot

Rapsextraktionsschrot

Trankephase
TM-Aufnahme (kg)
ME-Aufnahme (MJ)
XP-Aufnahme (g)
Absetzen-Versuchsende
TM-Aufnahme (kg)
ME-Aufnahme (M3J)
XP-Aufnahme (g)
Gesamter Versuch
TM-Aufnahme (kg)
ME-Aufnahme (MJ)
XP-Aufnahme (g)

1,47
19,5
249

4,39
49,5
601

3,28
38,2
468

1,55
21,0
269

4,34
48,9
602

3,28
38,3
476

08 -
0,7 iy

Leinextraktionsschrot

= . =Rapsextraktionsschrot

Abbildung 1: Aufnahme an MAT (kg TM/Tier, d) im Versuchsverlauf
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Tabelle 5: Gewichtsentwicklung und tdgliche Zunahmen

Versuchsgruppe
Rapsextraktionsschrot Leinextraktionsschrot

Lebendmasse (kg)

Beginn 77 £6 7716

Absetzen 108+10 112410

Ende 200+13 203+17
Tagliche Zunahmen (g)

Trankephase 766+158° 863+129°

nach Absetzen 13174123 1294+155

gesamter Versuch 1115+104 1137+£119

Verschiedentlich wird Leinsaat in der Rindermast allein wegen seines hohen Fettgehaltes (ca. 40 %)
zur Steigerung der Energiekonzentration der Rationen diskutiert (Maddock et al., 2006). In vorliegen-
der Arbeit wurde entsprechend der Fitterungspraxis beim Fresser Leinextraktionsschrot eingesetzt.
Der Fettgehalt von etwa 6 % der TM liegt zwar héher als beim Rapsextraktionsschrot und ein gezielter
Ausgleich der Fettgehalte in den Kraftfuttern wurde nicht vorgenommen. Auf den Fettgehalt der Ge-
samtration ergeben sich allerdings kaum Auswirkungen (Tabelle 3), so dass in dieser Hinsicht keine
Einfliisse auf die Leistung zu erwarten waren.

Im Leindl sind hohe Mengen an mehrfach ungesattigten Fettsduren enthalten. Insbesondere der hohe
Gehalt an Omega-3-Fettsauren kdnnte sich positiv auf den Gesundheits- und Immunstatus auswirken,
wobei sich im Vergleich von Lein- und Sojadl auch positive Effekte auf die Mastleistung beim Rind
ableiten lassen (Farran et al., 2008). Da in vorliegender Untersuchung die Fettlieferung aus dem Lei-
nextraktionsschrot insgesamt sehr gering war ist jedoch erklarbar, dass entsprechende positive Effek-
te auf die Leistung nicht ersichtlich waren.

In Lein- und Leinprodukten sind Schleimstoffe enthalten (Sterr, 2004), weswegen Leinsamen beim
Menschen auch bei Reizzustanden des Verdauungstraktes zum Einsatz kommen. Mdgliche positive
Auswirkungen auf die Verdauung diirften auch ein Grund sein, dass in der Praxis eingesetzte Kraftfut-
termischungen flir Fresserkalber haufig Leinextraktionsschrote oder —kuchen enthalten. Aus diesem
Grund wurde in vorliegender Arbeit auch das Auftreten von Durchfallerscheinungen evaluiert. In der
Gruppe Leinextraktionsschrot wurde bei 5 Tieren mittelschwerer bis schwerer Durchfall beobachtet, in
der Gruppe Rapsextraktionsschrot wurde nur bei einem Tier Durchfall beobachtet, der als mittel-
schwer eingestuft wurde. Bei einem insgesamt guten Gesundheitsstatus ergeben sich daher keine
Hinweise auf eine Verringerung der Durchfallhdufigkeit und -schwere durch das Verfiittern von Leinex-
traktionsschrot.

Fazit

Aus vorliegendem Versuch ergeben sich keine Hinweise, dass sich bei Ersatz von 15 % Rapsextrakti-
onsschrot durch Leinextraktionsschrot im Kraftfutter fiir weibliche Fresserkalber héhere Endgewichte
und Zuwachsraten oder ein besserer Gesundheitsstatus erzielen lassen. Diese Ergebnisse decken sich
mit einer friheren Untersuchung bei mannlichen Fresserkalbern. Beziiglich der Proteinlieferung sind
Lein- und Rapsextraktionsschrot als gleichwertig einzustufen. Der Einsatz von Leinextraktionsschrot in
der Aufzucht von Fresserkdlbern ist dementsprechend nur zu empfehlen, wenn der Leinextraktions-
schrot nicht teurer als Rapsextraktionsschrot ist.
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Anteil unterschiedlicher N-Verbindungen in der Auswaschfrakti-
on von Wiederkauerfuttermitteln bei Verwendung verschiede-
ner Maschenweiten

Gerhard Lindner und Karl Schedle

Institut fur Tierernahrung, Tierische Lebensmittel und Ernahrungsphysiologie, In-
teruniversitares Department flir Agrarbiotechnologie, Universitat flir Bodenkultur
Wien, AT

Einleitung

Die Versorgung eines Wiederkduers mit nutzbarem Rohprotein erfolgt einerseits mit dem durch die
Pansenmikroben aufgebauten Protein und andererseits durch das nicht abgebaute Futterprotein. Da
die Kapazitdt der Proteinbildung im Pansen begrenzt ist, steigt bei steigender Milchleistung die Bedeu-
tung des nicht abgebauten Futterproteins (UDP). Aus diesem Grund kommt einer exakten Schatzung
der ruminalen Abbaubarkeit groBe Bedeutung zu.

Diese Pansenabbaubarkeit kann unter anderem mit der Nylonbeutel Methode (= in situ Methode)
erhoben und dann in vielen Proteinbewertungssystemen verwendet werden. Bei der genannten Me-
thode treten jedoch Auswaschungsverluste aus den Nylonbeuteln auf, durch die die Abbaubarkeit
Uberschatzt wird. Diese Fraktion kann zum Beispiel aus léslichem Protein sowie Protein der feinen
Futterbestandteile, die nicht vollsténdig abbaubar sind, bestehen. Somit trégt diese Fraktion auch zum
UDP bei (Gierus et al. 2005). Die Auswaschungsverluste aus den Beuteln werden als vollstandig ab-
baubar angenommen (@rskov, 1992). Zudem werden bei der in situ Methode die verschiedenen Stick-
stoffverbindungen in der Auswaschfraktion nicht beriicksichtigt (Gierus et al. 2005).

Wird diese Methode standardisiert verwendet, miissen die Faktoren PorengroBe der Beutel, das Ver-
haltnis von Probenmasse zur Beuteloberflache, die PartikelgréBe des Probenmaterials, die Platzierung
der Beutel im Pansen, die Ration und der Grad der bakteriellen Riickstdnde im Beutelinhalt beriicksich-
tigt werden (Stern et al. 1994).

Da bei der Bestimmung der ruminalen Abbaubarkeit von Rohprotein mit der Nylonbeutel Methode
Auswaschungsverluste auftreten, deren Stickstoffbestandteile nicht erhoben werden und bei vielen
Studien unterschiedliche Maschenweiten der Nylonbeuteln verwendet werden, soll die vorliegende
Studie klaren, aus welchen Stickstoffverbindungen die Auswaschfraktionen bestehen und welchen
Einfluss zwei verschiedene PorengroBen der Nylonbeutel auf die H6he und Zusammensetzung der
Auswaschfraktionen haben.

Material und Methoden

Fir die Analysen wurden acht Futtermittel (Sojaextraktionsschrot aus geschalter Saat (SES 44), So-
jaextraktionsschrot aus ungeschalter Saat (SES 48), Bio-Sojakuchen (BSK), Luzernepellets (LZ), Raps-
extraktionsschrot (RES), Actiprot® (AP in Pellets), Grassilage (GS) und Maissilage (MS) herangezogen.
Die Silagen wurden nach der Entnahme aus dem Silo bis zur Analyse tiefgefroren. Die Trockenmasse-
und Proteingehalte der Futtermittel wurden nach der Methode von Naumann und Bassler (2012) er-
mittelt. Die Erhebung der Auswaschfraktionen erfolgte nach der Methode von Gierus et al. (2005).
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Fir den Filtrationsprozess wurden die Kraftfuttermittel in unbehandelter Form verwendet. Bei den
Silagen fand die Vortrocknung bei 50 °C im Trockenschrank und die Mahlung mit der Labormiihle
durch ein zwei Millimeter-Sieb statt. Samtliche Futtermittel, in behandelter und unbehandelter Form,
wurden vakuumverpackt bei Raumtemperatur gelagert.

Fir die Filtration wurden zirka 3,5 g der Futtermittel in ein 250 ml Becherglas eingewogen. Danach
weichten diese in 25 ml destilliertem Wasser eine Stunde ein. Aufgrund der sperrigen Struktur der
Grassilage wurden hier 35 ml verwendet. Dieser Vorgang fand unter konstantem Schiitteln bei
160 Upm statt. Ein 50 ml Messzylinder wurde auf 50 ml (40 ml bei Grassilage) mit destilliertem Was-
ser aufgefiillt um im gesamten Prozess 75 ml Wasser fiir die Filtration zu verwenden. Nach dem
Schiitteln wurde das eingeweichte Futter in Trichter mit Filtergewebe (41 pm Maschenweite, SEFAR
NITEX 03-41/31 und 50 pym Maschenweite, SEFAR NITEX 03-50/31) geleert und in 50 ml Falcon-
Tubes gesammelt. Um alle Futterbestandteile aus dem Becherglas zu bekommen, musste das Wasser
aus dem Messzylinder in 10 ml- Mengen in das Becherglas geleert werden. Vor der Wiegung und N-
Bestimmung wurde der Riickstand (RS) samt Filtergewebe bei 70 °C im Trockenschrank getrocknet.

Im Anschluss musste das Filtrat in die drei Fraktionen feine nicht I6sliche Bestandteile (NL), Trichlo-
ressigsaure (TCA)-ausfallbares Protein (TP) und I6sliche NPN Verbindungen (NPN) unterteilt werden.

Zur Ermittlung der NL-Fraktion wurde das Filtrat bei 1500 x g fiir 20 Minuten bei 20 °C zentrifugiert
und der Uberstand in weitere Falcon-Tubes (berfiihrt. Zur Wiegung und N-Bestimmung erfolgte die
Trocknung dieser Fraktion bei 70 °C.

Um die TP-Fraktion zu bestimmen, erfolgte die Fallung mit einer Ldsung von 1000 g/l TCA. Zur Fallung
des gesamten Proteins, war eine Konzentration von 100 g/l in den Tubes erforderlich. Zur besseren
Ausfadllung waren die Roéhrchen zu schiitteln und anschlieBend zwei Stunden bei 4 °C im Kiihlschrank
zur Fallung zu belassen. Um das ausgefallene Protein von der fliissigen Phase zu trennen, erfolgte nun
eine Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 1500 x g und 4 °C. Unmittelbar danach wurde der fliissige
Uberstand in 100 ml Messkolben tiberfilhrt und die Tubes bei 70 °C in den Trockenschrank gegeben.
Die Wiegung und Stickstoffbestimmung des ausgefallenen Proteins erfolgte nach einer Trocknungszeit
von 36 bis 48 Stunden.

Der Uberstand nach der Fallung des Proteins stellt den I18slichen nicht-Protein-Stickstoff dar, der nicht
TCA ausfillbar ist (Gierus et al. 2005). Es erfolgte eine Auffiillung der mit dem Uberstand gefiillten
Messkolben mit destilliertem Wasser auf 100 ml. Bis zur Stickstoffanalyse wurden diese Kolben bei
4 °C im Kihlschrank gelagert. Die Durchfiihrung der Stickstoffanalyse erfolgte als Doppelbestimmung,
wobei pro Kjeldahlkolben 10 ml des Messkolbeninhalts Verwendung fanden.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS Version
9.1. Zum Vergleich des Effekts der beiden Maschenweiten auf die Fraktionen der einzelnen Futtermit-
tel erfolgte ein T-Test zum globalen Niveau a = 0,05. Der Effekt der Maschenweite auf die Mittelwerte
der Fraktionen aller Futtermittel wurde ebenfalls mit dieser Prozedur ausgewertet. Fir den Unter-
schied der Fraktionen zwischen den Futtermitteln ohne Beriicksichtigung der Maschenweite wurde
eine Varianzanalyse und ein Tukey-Test mit der Prozedur GLM zum globalen Niveau a = 0,05 durch-
geflihrt. Ein a < 0,1 wurde als statistischer Trend angesehen.

Ergebnisse

Wird der Einfluss der beiden Maschenweiten auf die Mittelwerte der Fraktionen aller Futtermittel in
Tabelle 1 betrachtet, kann kein signifikanter Unterschied zwischen den Maschenweiten festgestellt
werden (p=0,1).
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Tabelle 1: Vergleich der Maschenweiten (ber alle Futtermittel (Fraktionen in % der Trockenmasse-
bzw. Stickstoffeinwaage; AW= Einwaage-RS)

Fraktion 41 uym [%] 50 um [%] SEM P-Wert

RS 71,4 71,0 0,006 0,702

G'CJ 9 NL 2,8 34 0,003 0,328
é o TP 3,3 3,6 0,003 0,553
= € NPN 22,2 22,1 0,008 0,932
AW 28,6 29,0 0,006 0,702

a RS 75,0 74,0 0,019 0,786
kS NL 2,5 3,1 0,002 0,243
_g TP 2,8 2,4 0,004 0,668
B NPN 22,2 21,5 0,018 0,860
AW 25,0 26,0 0,019 0,786

Den Vergleich der einzelnen Fraktionen zwischen den einzelnen Futtermitteln zeigt Tabelle 2. Es erga-
ben sich signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Futtermitteln bei allen Fraktionen (p<0,05).
Der Anteil des Riickstandes (RS) erreichte 61,6 % bei GS bis 75,8 % bei RES. RES und SES 44 wiesen
die geringsten Auswaschungsverluste auf, GS mit 38,4 % die hochsten.

Die NL-Fraktion stellt einen nicht zu vernachlassigbaren Anteil an der Masse der Auswaschfraktion dar.
Diese Fraktion war mit 10,4 % an der Futtermitteleinwaage bei MS am gréBten. Auch bei GS und LZ
war diese Fraktion betrachtlich und betrug im Mittel 10,0 % der Auswaschfraktion.

Die Masse des TCA-ausfallbaren Proteins der typischen Proteinfuttermitteln (RES, BSK, SES 48, SES
44) war hoéher verglichen mit den rohfaserreicheren Futtermitteln (LZ, GS, MS). Bei RES und BSK be-
trug die Fraktion im Mittel 7,0 % an der Futtermitteleinwaage. Den geringsten Anteil von TP an der
Futtereinwaage wiesen GS und MS mit im Mittel 0,8 % auf.

Der Anteil der NPN-Verbindungen an der Futtereinwaage war bei GS mit 34,5 %, gefolgt von AP und
LZ mit 25,4 %, am hochsten.

Tabelle 2: Trockenmassen der Fraktionen unterschiedlicher Futtermittel (Fraktionen in % der Tro-
ckenmasseeinwaage)

Futtermittel RS [%] NL [%] TP [%] NPN [%] AW [%]
Actiprot® (AP) 70,7 2,3¢ 1,6“ 25,4 29,3
Grassilage (GS) 61,6° 3,2° 0,8¢ 34,5° 38,4°
Luzernegriinmehl (LZ) 69,6¢ 3,15 2,0° 25,4° 30,4°
Maissilage (MS) 72,7° 10,4° 0,7¢ 16,8° 27,3°
Rapsextraktionsschrot (RES) 75,8° 1,0¢ 7,2° 16,5° 24,2°
Sojaextraktionsschrot 44 (SES 44) 75,6° 1,7 4,2° 18,2¢% 24,4°
Sojaextraktionsschrot 48 (SES 48) 72,7° 2,0¢ 4,4° 21,1° 27,3¢
Bio-Sojakuchen (BSK) 71,7 2,1¢ 6,8 18,8¢ 28,3
SEM 0,006 0,003 0,003 0,008 0,006

P-Wert <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Wie in Tabelle 3 ersichtlich unterschieden sich beim Stickstoff im Riickstand sowie in der gesamten
Auswaschfraktion alle Futtermittel signifikant voneinander. Die Spanne im Riickstand reichte von 36 %
bei MS bis 95,8 % bei SES 44. Generell hatten Kraftfuttermittel eine niedrigere und rohfaserreiche
Futtermittel eine hohere N-Auswaschfraktion.
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Der Anteil von Stickstoff in der NL-Fraktion bewegte sich in einer Spanne von 1,0 % bei SES 48 und
5,9 % bei LZ. An der gesamten Auswaschfraktion betrug der Stickstoff dieser Fraktion 16,0 % bei AP,
7,3 % bei GS und 5,0 % bei MS.

RES wies mit 9,0 % den héchsten Anteil an Stickstoff in der TP-Fraktion auf. AP, GS und MS hatten
geringen bis keinen Stickstoff in der TP-Fraktion und unterschieden sich nicht voneinander.

Betrachtliche Anteile von NPN-Verbindungen am Gesamtstickstoff von 44,1 % bis 55,5 % erreichten
GS und MS. Diese Fraktion betrug 83 % bis 87 % der Auswaschfraktion von GS und MS sowie 79 %
bis 97 % bei LZ und AP. In den Produkten der Olsaaten war diese Stickstoffverbindung geringer ver-
treten, betrug aber durchwegs liber 5,0 % am Gesamtstickstoff.

Eine Korrelationsanalyse zwischen Trockenmasse- und Stickstoffauswaschung der einzelnen Fraktio-
nen aller Futtermittel ergab signifikant positive Korrelationen zwischen Trockenmasse- und Stickstoff-
auswaschung bei allen Fraktionen. (p<0,05).

Tabelle 3: Stickstoffgehalt (N) der Fraktionen unterschiedlicher Futtermittel (Fraktionen in % der
Stickstoffeinwaage)

Futtermittel RS [%] NL [%] TP [%] NPN [%] AW [%]
Actiprot® (AP) 79,4° 3,3% 0,5% 20,0 20,6¢
Grassilage (GS) 46,89 3,9° 0,0¢ 44,1° 53,3°
Luzernegriinmehl (LZ) 69,4 5,9° 1,7¢ 24,2° 30,6°
Maissilage (MS) 36,0" 3,2 0,0° 55,5° 64,0°
Rapsextraktionsschrot (RES) 85,3¢ 1,4° 9,0° 5,4 14,7°
Sojaextraktionsschrot 44 (SES 44) 95,8° 1,3¢ 3,4° 13,8% 42"
Sojaextraktionsschrot 48 (SES 48) 91,9° 1,0¢ 3,4° 5,3 8,19
Bio-Sojakuchen (BSK) 88,7° 1,9% 3,2° 5,0 11,4
SEM 0,019 0,002 0,004 0,018 0,019

P-Wert <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit filhrte eine Erhéhung der Maschenweite der Nylonbeutel von 41 auf 50 pm
zu keiner Erhdéhung der Trockenmasse und des N-Gehalts der einzelnen Fraktionen. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie konnten auch von anderen Autoren bestatigt werden (Nocek 1988, Carro et
al. 1995, Truijillo et al. 2010). So fanden Carro et al. (1995) keinen Effekt der Maschenweiten von 40
und 100 ym, Trujillo et al. (2010) keinen von 45 und 50 pm und Nocek (1988) keinen Effekt von 6
und 59 pm auf die Hohe der Auswaschverluste der Trockenmasse.

Im Gegensatz dazu stellten Huhtanen et al. (1998) fest, dass sich die Auswaschverluste mit einer
Haushaltswaschmaschine mit sinkender PorengréBe und geringerer offener Flache der Beutel verrin-
gerten. Dabei unterschieden sich Beutel mit einer PorengréBe von 1 um und einer offenen Flache von
2 % deutlich von Beuteln mit einer PorengroBe von 41 um und einer offenen Flache von 33 %. Die
kleinen Poren und die geringe offene Flache verhindern den freien Austausch von Wasser und Mikro-
ben und verringern die Auswaschung von I8slichen Stoffen (Huhtanen et al. 1998). Varvikko und Van-
hatalo (1990) kamen in ihrer Studie zum Ergebnis, dass innerhalb einer Maschenweite von 1 bis
41 pym und einer offenen Flache der Nylonbeutel von 2 bis 33 % die offene Flache einen gréBeren
Effekt auf den Futterausfluss aus den Beuteln hatte. Auch Nocek (1985) wies auf den Effekt der Po-
rengréBe auf die Auswaschverluste hin und hielt fest, dass es erst ab 80 bis 100 um PorengrdBe zu
groBeren Trockenmasse- und Stickstoffauswaschungen kam. Da in der vorliegenden Studie der Unter-
schied der Maschenweite nicht groB war (41 und 50 pm) und die Filtergewebe einen gleichen Anteil
offener Flache hatten, waren keine Unterschiede der Auswaschverluste erkennbar.
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Die Ergebnisse der einzelnen Auswaschfraktionen zwischen den einzelnen Futtermitteln sind mit den
Ergebnissen von Gierus et al. (2005) vergleichbar. Gierus et al. (2005) fanden fiir Grassilage einen
Stickstoffanteil im Rickstand von 48,1 %, 0,9 % NL, 0 % TP und 41,3 % NPN. Der Unterschied der
NL-Fraktion von Gierus et al. (2005) und unseren Ergebnissen ist wahrscheinlich durch die Behand-
lung der Silage begriindet. Gierus et al. (2005) schnitten die Silage in 3 cm Stiicke. Dagegen wurde in
der vorliegenden Studie die GS durch ein 2 mm Sieb gemahlen. Durch das Mahlen, wodurch mehr
feine Partikel entstanden, erhohte sich der Gehalt an N in der NL-Fraktion. Auch die Werte von SES
44, SES 48 und RES waren ahnlich. GroBere Unterschiede ergaben sich bei der TP-Fraktion. Diese
kénnten durch verschiedene chemische oder thermische Behandlung der Futtermittel in den Versu-
chen hervorgerufen worden sein, da Wulf und Siidekum (2005) von verschiedener Loslichkeit des
Proteins bei unterschiedlicher Behandlung berichten. Die N-Auswaschungsverluste von Sojaschrot in
der Literatur bewegen sich zwischen 11 % und 20,6 % und waren deutlich héher als in der vorliegen-
den Studie (Wulf und Siidekum 2005; Nocek 1985; Cozzi et al. 1995). Dagegen waren die N-Verluste
von RES im Bereich von Wulf und Sidekum (2005), die 12,9 % beobachteten. Die N-
Auswaschverluste von Knaulgras-, Wiesenlieschgras- sowie Rotkleesilage mit 40 % TM bei Nocek und
Grant (1987) betrugen 35 bis 45 % und waren etwas geringer als die hier beobachteten Werte. Kelzer
et al. (2010) charakterisierte DDGS nach dem CNCPS und fanden NPN-Verbindungen in der Hohe von
17,9 % und einen gesamt loslichen Stickstoff von 20,0 %, was mit AP in diesem Versuch gut (iberein-
stimmte.

Li et al. (2012) fand bei Mais- und Weizen-DDGS jedoch hdhere Auswaschverluste der Trockenmasse
und des Rohproteins von zirka 36,9 % und 25,4 %. Dies kénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass Li et
al. (2012) die DDGS fiir den in situ Versuch durch ein 2 mm Sieb mahlten und in dieser Studie keine
Mahlung stattfand. Weiters fand Liu (2008) unterschiedliche PartikelgréBen in DDGSs verschiedener
Anlagen und mehr Protein in den feinen Bestandteilen, was auf einen Effekt des Mahlens auf héhere
Proteinauswaschungen hindeutet.

Die wasserlésliche Fraktion der Trockenmasse von RES lag in dem von Wulf und Stidekum (2005)
gefundenen Bereich von 26,1 %. Andere Autoren berichteten bei Sojaschrot ebenfalls Trockenmasse-
auswaschverluste von 22 bis 38 % (Wulf und Siidekum 2005; Nocek 1985; Huntington und Givens
1997; Woods et al. 2003). Die Trockenmasseverluste von Silagen betrugen hingegen 20 bis 40 %
(Nocek und Grant 1987) und waren etwas geringer als in dieser Studie.

MS, GS, LZ und AP zeigten die geringsten Stickstoffgehalte im Rickstand. Dies kénnte auf das feine
Mahlen der Futtermittel und die dadurch verursachte héhere Auswaschung feiner Partikel sowie auf
die hohen Gehalte an NPN-Verbindungen von MS und GS zuriickzufiihren sein. Die unterschiedliche
Auswaschung feiner Partikel kann dadurch erklart werden, dass die gleiche SiebgréBe beim Mahlen
von Futtermittel verschiedene PartikelgréBen der Futtermittel verursacht (Beckers et al. 1996). Der
hohe NPN-Gehalt der Silagen kann unter anderem durch den Proteinabbau wahrend der Silierung
entstehen (Crawford et al. 1978). Der hohe Stickstoffanteil im Riickstand von SES 44, SES 48 und BSK
ist moglicherweise auf die geringe Wasserloslichkeit der Prolamine und Gluteline zurlickzufiihren
(Wohlt et al., 1973). Der hohe Anteil von Stickstoff in der TP-Fraktion von RES auf die hohe Wasser-
I6slichkeit von Albuminen und Globulinen in Raps (Wohlt et al. 1973).

Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass Maschenweiten der Nylonbeutel von 41 und 50 pm
keinen allgemeinen Einfluss auf die Hohe und Zusammensetzung der Auswaschfraktion haben. Jedoch
treten bei fein vermahlenen Futtermitteln (AP und LZ) hohere Stickstoffauswaschungen bei 50 pm
Maschenweite auf (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Auswaschfraktionen der Futtermittel unterschei-
den sich teilweise stark, was auf deren charakteristische Eigenschaften zuriickgefiihrt werden kann.
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Introduction

Dietary protein reduction in combination with simultaneous supply of limiting amino acids reduces
environmental load with nitrogen significantly and helps to save costs for feeding stuffs. By placing
minimum constraints on each of the essential amino acids (EAA), low protein diets can be created
without impact on performance or carcass characteristics. Nevertheless, the energy level must also be
taken into account, to take full advantage of low protein diets. When the protein level is reduced, less
energy is required in the feed (Noblet et al. 1987). However, that efficient utilization of dietary energy
is not taken into account in all energy systems (Noblet et al. 1994). In this context, the objective of
the present study was to determine the effect of a protein-reduced diet based on metabolisable ener-
gy (ME) and net energy (NE) on zootechnical performance and slaughter parameters.

Material and methods

The study employed a total of 60 female Austrian crossbred (OEHYB) [(Large White x German land
race) x Piétrain] pigs, with approximately 30 kg at the onset of the study. The study was carried out
at the Austrian Pig Testing Facility, Streitdorf, Lower Austria. Pigs were distributed equally among 4
dietary treatments, housed in 12 pens (i.e. 5 animals per pen, 3 pens per treatment) considering litter
and initial body weight (table 1). Each box was equipped with an automatic dry-feeding-system and a
nipple drinking system. Animals were fed and watered ad /ibitum over the whole fattening period.

Animals received a grower diet from start of the experiment up to a mean body weight (BW) of about
60.8 £ 1.16 kg. At 60.8 £+ 1.16 kg BW until the end of experiment (109.6 = 0.71 kg BW) animals were
fed a finisher diet.

In the study a protein-reduced diet (15.0% CP in grower/13.5% CP in finisher diet) formulated on
metabolisable energy (ME) (trial group 2) was created and compared to a control diet (trial group 1)
(17.0% CP in grower/14.5% CP in finisher diet) with equal calculated energy content on ME basis
(13.4 MJ ME). Additionally, a third and a fourth trial group (trial group 3 und 4) with reduced protein
concentrations formulated on same calculated net energy (NE) (10.1 MJ/NE in grower, 10.2 MJ/NE in
finisher diets) content, as the control group was included in the experiment (table 2). Treatment 3
and 4 for differed in the feedstuff composition (table 1). For each trial group in the grower and in the
finisher period a basal diet was mixed and analysed for their crude protein (CP) and amino acid (AA)
content. On the basis of the analysed amino acid concentrations of the basal diets (analyses were
done by Ajinomoto) the amino acids Lys, Met, Thr and Trp were supplemented as crystalline amino
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acids up to the calculated SID amino acid concentrations. Supplementation of the crystalline amino
acids was orientated towards the ideal protein in the relation of SID Lys:Met+Cys:Thr:Trp:Val:lle:Leu:
His = 1:0.60:0.67:0.20:0.65:0.53:1.00:0.32 for grower diets and of SID Lys:Met+Cys:Thr:Trp:Val:lle:
Leu:His = 1:0.60:0.68:0.20:0.65:0.53:1.00:0.32 for finisher diets. SID Values were taken from
Sauvant (2004).

All diets were analysed for dry matter (DM), crude protein (CP), ether extracts (EE), crude fibre (CF),
ash (CA), starch and sugar according to standard procedures of VDLUFA (Naumann and Basler 2012).
Ajinomoto performed amino acid analyses in grower and finisher diets. SID amino acid values based
on feed analyses of each diet and were carried out with the EvaPig® software. ME content was calcu-
lated after analysis of nutrients according to the GfE (2008). Additionally, the NE content was calcu-
lated according to Noblet et al. (1994). When the animals reached a BW of 109.6 + 0.71 kg, pigs
were slaughtered under standardized conditions at the slaughterhouse of the Austrian Pig Testing
Facility.

Table 1: Components of grower and finisher diets

[Feedstuff Trial group 1 | Trial group 2 | Trial group 3 | Trial group 4
Grower diets
Corn, % 40.000 45.000 50.600 52.360
|Barley, % 31.660 31.440 26.815 26.815
Soybean meal (without hulls), % 20.000 15.000 14.000 13.500
Wheat bran, % 3.000 3.000 4.000 3.000
\Vegetable oil, % 2.500 2.400 1.400 1.100
Ca-carbonate, % 1.100 1.100 1.100 1.100
[Monocalcium-P, % 0.500 0.500 0.500 0.500
Salt, % 0.300 0.300 0.300 0.300
Vitamin and trace element premix, % 0.520 0.520 0.520 0.520
L-lysine-HCI, % 0.220 0.400 0.410 0.420
DL-methionine, % 0.070 0.100 0.075 0.080
L-threonine, % 0.100 0.180 0.180 0.190
L-tryptophan, % 0.010 0.040 0.040 0.040
Phytase, % 0.015 0.015 0.015 0.015
Finisher diets
Corn % 69.500 72.000 64.000 57.400
|Barley, % 11.040 11.370 21.275 29.300
Soybean meal (without hulls), % 17.000 14.000 12.000 10.000
Vegetable oil, % - - - 0.450
Ca-carbonate, % 1.000 1.000 1.000 1.000
[Monocalcium-P, % 0.300 0.300 0.300 0.300
Salt, % 0.300 0.300 0.300 0.300
Vitamin and trace element premix, % 0.520 0.520 0.520 0.520
L-lysine-HCI, % 0.220 0.350 0.400 0.460
DL-methionine, % 0.015 0.040 0.045 0.055
L-threonine, % 0.100 0.150 0.170 0.200
L-tryptophan, % 0.025 0.035 0.045 0.055
Phytase, % 0.015 0.015 0.015 0.015

Experimental data was statistically analysed by the GLM procedure of SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC,
USA). Any data observation, which was more than 1.5 interquartile, ranges lower than the first quar-
tile or 1.5 interquartile ranges higher than the third quartile was considered as outlier. Outliers were
removed prior to statistical evaluation. For all results of the growth performance and carcass charac-
teristics, least square means (LS-means) of dietary treatments were compared using the Tukey-
Kramer-Test for each variable. The following tables present the least square means of the dietary
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treatments as well as the pooled standard error of means (SEM) derived from the analysis of variance.
Significant differences among means (p<0.05) are indicated by superscripts.

Model for growth performance traits

Yijk =M+ TG, + Repj + €ijk
Yik = Tested parameter

¥ = QOverall means

TG = Trial group i, i=1, 4
Rep; = Replicatesj, j=1,3
€ijk = Residual error

Initial, middle- and accordingly final-BWs act as co-variable in the statistical model.

Results and discussion

The analysed and calculated nutrient contents of the diets are listed in table 2. The ranges of energy
contents of grower and finisher diets were as planned. However, the calculated difference between
treatments was not visible for ME and NE (table 2). Perhaps the small calculated difference between
the treatments might be the reason, why no difference was visible after the feedstuff analysis. The
results of analysed AA and calculated SID AA contents (calculation based on AA concentrations in
feed) are listed in table 2. In grower period the analysed contents of SID Lys were 8.4 g/kg on aver-
age. Thus, the expected value of 9 g/kg was not reached. Met, Thr and Trp were very close to ex-
pected values. In finisher period, Lys, Met, Thr and Trp contents were very close to expected values;
however, Met+Cys was not. Table 3 shows the calculated SID Lys to other essential AA ratios based
on feed staff analysis. As the concentration of Met+Cys did not match required values, the calculated
ratio of Lys and Met+Cys of 60% was not reached. Furthermore, the optimal ratio between Lys and
Val, Ile and His respectively was failed in finisher diet of treatment 4.

Zootechnical performance data are presented in table 4. During grower period (30.5+0.35 kg to 60.8
= 1.16 kg) no statistically significant difference between treatments were observed. Pigs showed a
normal daily feed intake (dFI) (@1666g) compared to other studies (Schedle et al. 2010; 2012). How-
ever, average daily gain (ADG, 623g on average) and feed:gain (F:G, 2.74 on average) was lower
than the performance of other studies (Schedle et al. 2010; 2012). A possible explanation for that
observation might be the Lys content in grower diets, which was ranged beneath the recommendation
of the GfE (2006) and the study of Schedle et al (2010; 2012).

In the finisher period (60.8 + 1.16 to 109.6 £+ 0.71 kg) the control group (TG 1) showed a significant-
ly higher dFI compared to TG 4 (+12.5%; p<0.05). It is well known that an undersupply with EAA or
branched chain amino acids can reduce feed intake in pigs (Wiltafsky et al. 2009a; 2009b). Hence the
reason for the decreased daily feed intake in TG 4 might be the undersupply of specific amino acids.
In succession the control group (TG 1) reached the highest ADG (1024 g). Thus, compared to TG 3+4
(@ 949 q), a significant difference was observed (p<0.05). Other authors also described a strong
combination between dFI and ADG. In consequence, no differences between treatments were record-
ed for the parameter F:G.

Over the whole fattening period (30.5+0.35 kg to 109.6 + 0.71 kg) a significant difference in feed to
gain was deducted between TG 4 and TG3 (p<0.05). The other performance parameters (dFI
@2351 g, ADG @820 g) were not influenced by the treatments. The observed significant difference
between TG 3 and 4 regarding the parameter F:G is difficult to explain. Hence further research work
seems necessary to give a plausible explanation for that phenomenon.
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Carcass composition and meat quality parameters are presented in table 5. Values were within normal
ranges. For the parameter dressing, a significant difference was observed between TG 2 and TG 4
(p<0.05), where TG2 showed the highest dressing percentage. The highest intramuscular fat content
was observed in the control group (TG 1), which was increased up to 40% (p<0.05) compared to TG
2. Several studies of our institute show differences in carcass parameter, especially for the parameter
intramuscular fat content, when applying a similar ME and SID amino acid contents (Schedle et al.
2010; 2012). After additional calculation of the net energy content of those diets, a difference in net
energy between the diets was observed. Fat content can influence feed to gain and additionally the
palatability of the meat. Hence the effect of an increasing NE content on zootechnical performance
and meat quality should be evaluated in further studies.

Table 2: Analyzed and calculated nutrient contents of grower diets (in g/kg fresh matter)

TG1 TG2 TG3 TG4 TG1 TG2 TG3 TG4
Grower diets Finisher diets

MJ ME analyzed 13.6 13.4 13.4 13.4 13.5 13.4 13.6 13.6
MJ ME (calculated) 13.4 13.4 132 132 13.4 134 13.3 132
MJ NE analyzed 10.2 10.2 10.1 10.2 10.3 10.3 10.4 10.4
MJ NE calculated 10.1 10.3 10.1 10.1 10.2 10.3 102 10.2
Dry matter (DM) 867 868 866 866 860 850 864 865
Crude protein (CP) 170 152 151 150 144 135 133 127
Ether extracts (EE) 35 31 32 30 36 34 31 36
Crude fibre (CF) 28 28 28 28 28 28 28 28
Ash (CA) 49 47 49 47 43 43 41 40
Starch 462 499 477 491 500 531 534 529
Sugar 16 11 15 20 37 31 37 37
Lysine 9.0 9.4 9.5 8.9 9.2 9.2 8.9 9.1
SID Lysine 8.1 8.5 8.6 8.2 8.4 8.4 8.1 8.3
Methionine + Cysteine 5.6 5.5 5.4 5.3 4.8 4.7 4.7 4.6
SID Methionine + Cysteine 5.0 4.9 4.9 4.8 4.3 4.3 4.3 4.2
Threonine 7.3 7.0 7.1 6.8 6.2 6.3 6.1 5.9
SID Threonine 6.4 6.0 6.3 6.1 5.4 5.6 5.3 5.3
Tryptophan 2.0 2.0 2.0 2.0 1.9 1.8 1.8 1.8
SID Tryptophan 1.7 1.8 1.8 1.8 1.7 1.6 1.6 1.6
Valine 8.5 7.2 7.2 7.1 6.8 6.1 5.9 5.5
SID Valine 7.3 6.2 6.3 6.2 6.0 5.4 5.2 4.8
Isoleucine 7.2 5.9 5.9 5.8 5.7 5.1 5.0 4.5
SID Isoleucine 6.5 5.2 5.2 5.2 5.0 4.5 4.4 4.0
Leucine 13.7 11.9 12.2 12.2 12.1 11.6 11.3 10.1
SID Leucine 12.3 10.7 11.0 11.1 11.1 10.7 10.4 9.2
Phenylalanine 8.4 7.1 7.1 7.0 6.8 6.2 6.1 5.6
SID Phenylalanine 7.6 6.4 6.3 6.2 6.3 5.6 5.6 5.0
Histidine 3.8 3.3 3.5 34 3.7 3.3 3.2 3.0
SID Histidine 3.3 2.9 3.1 3.0 3.3 2.9 2.9 2.6
SID Lysine:MJ ME 0.60 0.63 0.64 0.61 0.62 0.63 0.60 0.61
SID Lysine:MJ ME (calculated) 0.60 0.63 0.65 0.62 0.63 0.63 0.61 0.63
SID Lysine:MJ NE 0.79 0.83 0.84 0.79 0.81 0.82 0.77 0.79
SID Lysine:MJ NE (calculated) 0.80 0.83 0.85 0.81 0.82 0.81 0.79 0.81
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Table 3: Calculated SID AA ratio based on AA-analysis of study diets

Traits TG 1 TG 2 TG 3 TG 4
Grower period
SID Lysine 100.0 100.0 100.0 100.0
SID Methionine + Cysteine 61.7 57.6 57.0 58.5
SID Threonine 79.0 70.6 73.3 74.4
SID Tryptophan 21.0 21.2 20.9 22.0
SID Valine 90.1 72.9 73.3 75.6
SID Isoleucine 80.2 61.2 60.5 63.4
SID Leucine 151.9 125.9 127.9 135.4
SID Histidine 40.7 34.1 36.0 36.6
Finisher period
SID Lysine 100.0 100.0 100.0 100.0
SID Methionine + Cysteine 51.2 51.2 53.1 50.6
SID Threonine 64.3 66.7 65.4 63.9
SID Tryptophan 20.2 19.0 19.8 19.3
SID Valine 71.4 64.3 64.2 57.8
SID Isoleucine 59.5 53.6 54.3 48.2
SID Leucine 132.1 127.4 128.4 110.8
SID Histidine 39.3 34.5 35.8 31.3

Table 4: Results of zootechnical performance

Traits TG 1 TG 2 TG 3 TG 4 SEM p-value
Grower period
Initial BW, kg 30.8 30.6 30.0 30.6 0.35 0.721
[Middle BW, kg 58.7 62.2 59.5 62.9 1.16 0.404
ADG, g 624 622 621 626 19.46 0.168
dFI, g 1676 1686 1693 1610 47.52 0.589
IF:G, kg/kg 2,74 2,77 2,85 2,60 0.05 0.118
Finisher period
Middle BW, kg 58.7 62.2 59.5 62.9 1.16 0.404
Final BW, kg 108.4 110.0 110.3 109.5 0.73 0.770
ADG, g 10247 962% 947° 951° 14.88 0.035
dFI, g 3085° 2924 2949 2741° 42.51 0.003
[F:G_kg/kg 3.03 3.05 3.05 2.93 0.04 0.407
Total fattening period

Initial BW, kg 30.8 30.6 30.0 30.6 0.35 0.721
[Final BW, kg 108.4 110.0 110.3 109.5 0.73 0.770
ADG, g 831 820 816 816 10.21 0.714
dFI, g 2365 2363 2425 2253 36.81 0.244
[F:G, kg/kg 2.84% 2.84% 3.02° 2.77° 0.03 0.011
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Table 5: Carcass characteristics and meat quality

ITraits TG 1 TG 2 TG 3 TG 4 SEM p-value
Dressing, % 80.7° 81.8° 80.8%° 79.4° 0.22 <0.001
Lean, % 60.7 60.6 60.6 59.6 0.23 0.237
Valuable cuts, % 52.0 51.8 51.7 51.4 0.17 0.519
Fat:Meat, 1: ... 7.8 7,6 8.1 7.6 0.16 0.693
Back fat depth, mm 20.4 20.4 20.2 20.4 0.32 0.975
IMeat depthness 74.0 74.8 75.2 73.6 0.46 0.535
pH1 loin muscle 6.2 6.2 6.3 6.3 0.03 0.573
pH1 ham 6.6 6.4 6.4 6.5 0.04 0.273
Loin lightness" (U) 65.0 63.4 62.3 62.2 0.48 0.159
Drip losses, % 4.3 4.7 5.0 4.2 0.28 0.813
Intramuscular fat, % 1.64° 1.17° 1.45% 1.59° 0.05 0.008

" Géttinger Farbhelligkeitsmesser" <45 U = PSE; >80 U = DFD (U = Units)

Conclusion

In summary, the diet with the lowest protein content (TG 4) showed the most efficient F:G ratio. In
consideration of the fact that intramuscular fat acts as an important player for meat palatability, the
alteration in intramuscular fat content as affected by treatment 2 should be evaluated in further stud-
ies.
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Reduzierung des Rohproteingehaltes
Im Futter fur Mastschweine

spart Futterkosten

Aktuelles Futter mit
Futter L-Tryptophan

Riickgang
der
Futterkosten

14.5%
Rohprotein

Ergebnisse der Futteroptimierung flr die Mast,
unter Einbeziehung jeder essentiellen Aminosaure

@« Ajinomoto Eurolysine s.A.S. Uber-
arbeitete jlngst die Empfehlungen
fUr die Aminosaurenversorgung
von Mastschweinen (>25 kg).
Die aktualisierten Bedarfswerte in
der unteren Tabelle erlauben eine
Absenkung des Rohproteins im
Futter ohne LeistungseinbufBen.

e Die Ergdnzung mit Aminoséuren,
wie z. B. L-Tryptophan, erm&g-
licht eine Reduzierung des
Rohproteingehaltes im Futter und
damit auch der Futterkosten.
Dadurch verbessert sich die
Wirtschaftlichkeit.

@ Zusatzlich verbessert sich die
Nachhaltigkeit durch eine redu-
zZierte Stickstoffausscheidung.

IDEALES AMINOSAURENPROFIL FUR DIE
ANFANGS- UND ENDMAST

Relation zum

Lysin (%), Anfangsmast Endmast
stand. ileal 25 - 65 kg 65 - 110 kg
verdaulich

Lysin 100 100
Threonin 67 68
Methioni o0 60
Tryptophan 20 19
Valin 65 65
Isoleucin 53 53
Leucin 100 100

Freier Zugang fur mehr
Informationen unter:

www.ajinomoto-eurolysine.com

AJINOMOTO.

AJINOMOTO ANIMAL NUTRITION

AJINOMOTO EUROLYSINE s.A.S.

Kontakt: LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH
Heinz-Lohmann-StraBe 4 - 27472 Cuxhaven

Tel: 04721 747 182 — Fax: 04721 747 124
trading@lohmann.de — www.lohmann.de



Schaffler et al.: Neubewertung von Schweinefuttermitteln im Rahmen der Bayerischen EiweiBinitiative

Neubewertung von Schweinefuttermitteln im Rahmen der Baye-
rischen EiweiBinitiative

Martin Schaffler, Hermann Lindermayer und Giinther Propstmeier

Institut fir Tierernahrung und Futterwirtschaft Grub, Bayerische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft, DE

Einleitung

Die bayerische EiweiBinitiative hat zum Ziel, die Fiitterung mit heimischen EiweiBfuttermitteln weiter
voranzubringen. Die Abhdngigkeit von ImporteiweiBfutter wie Sojaextraktionsschrot soll dadurch ver-
ringert werden. Derzeit werden ca. 800.000 t Sojaextraktionsschrot importiert. Davon gehen 40 % in
die Schweinefiitterung.

Ein Teilprojekt der EiweiBinitiative ist die qualitative Neubewertung der Futtermittel fiir Schweine von
in Bayern registrierten Futtermittelherstellern. Dazu gehdren Lebensmittelverarbeiter wie Molkereien,
Brauereien, Backereien, Kartoffelverarbeiter, aber auch klassisch die Futtertrocknungen. Viele der
Verarbeitungsreststoffe sind ja nach Entzug der energieliefernden Rohnahrstoffe fiir die Lebensmittel-
herstellung (Stirke, Ole/Fette) zu EiweiBfutter (Molke, Bierhefe, Rapskuchen...) geworden. Sie sollten
als ,ehemalige" Lebensmittel und oft gute Protein-/Aminosauretrager bewusst im Futtertrog landen
und nicht in der Energiegewinnung Verwendung finden. Die Verfiitterung ,heimischer" Nebenprodukte
hilft Sojaimporte reduzieren und ist Ressourcenschonung schlechthin.

Unser Hauptanliegen dabei war, die in Bayern vorhandenen Futterrohstoffe aufzuspliren, mogliche
Potentiale fiir die Schweinefiitterung aufzudecken, deren aktuelle Futterqualitdt zu bestimmen und fiir
jeden Reststoff Futterdatenbldtter fir die Beratung zu erstellen. Mit Hilfe der Datenblatter sollte wie-
der eine gezielte, umweltschonende und tierwohlférdernde Verwertung der Rohstoffe (ber den
Schweinemagen ermdglicht werden.

Material und Methoden

Die Vorgehensweise war immer gleich. Zum Beginn standen eine Befragung der Futterhersteller und
die Erfassung der Futterproben. Die Futterproben wurden von den staatl. Beratern der Fachzentren
fir Schweinezucht und -haltung und von Beratern des Landeskuratorium fir tierische Veredelung
Bayern (LKV) gezogen. Diese hatten regional die Kontakte zu den Futterherstellern in ihrem Bera-
tungsgebiet hergestellt. Zusatzlich zur Futterbeprobung wurden aktuelle Preise und die verfligbaren
Futtermengen abgefragt.

Die Futterproben wurden im Labor Grub der Bayer. Landesanstalt fiir Landwirtschaft auf Rohnahrstof-
fe plus Aminosauren und Mineralstoffe untersucht.

Es folgte eine Bewertung des Futters nach Energiegehalt und es wurden Einsatzempfehlungen fiir
Zuchtsauen-, Ferkel-, Mastschweinerationen ausgesprochen. Die Preiswiirdigkeit in Relation zu Soja
43% RP oder Weizen wurde in Abhangigkeit davon, ob ein EiweiBfuttermittel oder Energiefuttermittel
vorlag, bestimmt. Fiir jeden Rohstoff wurden die ermittelten Daten in ein Futterdatenblatt mit Inhalts-
stoffen, Einsatzempfehlungen, Preiswirdigkeiten und besonderen Hinweisen zur Verfiitterung zusam-
mengefasst.
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Ergebnisse

Nachfolgend ist beispielhaft ein Datenblatt mit Fiitterungshinweisen fiir eine Bierhefe einer bayeri-
schen Brauerei dargestellt (Abbildung 1 und 2).

I Labnr: 1611
Bezeichnung: Bierhefe, fllissig (Angaben in 88%T)
Trockenmasse g: 184 2

Rohasche g: 398

Rohprotein g: 411,2

Rohfett g: 6,6

Rohfaser g: 231

NfE g: 3994

Zucker q: 12,8

Starke g: 0,0

ME MJ: 12,80

Kalzium g: 3.8

Phosphor g: 89

Natrium g: 0,2

Kalium g: 10,0

Magnesium g: 1,7

Kupfer mg: 11,8

Zink mg: 224

Lysin g: 200

Methionin g: 66

Cystin g: 59

Threonin g: 17,3

Tryptophan g: 54

RegelmiBige Futterbewertungen sind die Basis fiir die zielgerichtete Verfiitterung! LfL

Abbildung 1: Futterdatenblatt Bierhefe
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Fitterungshinweise

Bierhefe fliissig

Besondere Inhaltsstoffe:

» hoher T-Gehalt * phosphorreich

¢ oute Aminosdurenqualitat s ev. B-Vitamune
Einsatzempfehlung:

Zuchtsau — Zuchtsan — Ferkel Mast
tragend siingend

% (in 88 %0 T) 8§—-12 8-12 F=i 8-12
kg/Tag (frisch) 3-5 35 03-05 23
Preiswiirdigkeit(€/df)": Preis Soja 43 x 0,2
Dfre Trog, ohne Zusatzkosten und Gewinnerwartung
Hinweise:

e 1 hl BierausstoB = 22 kg Biertreber, 0,4 kg Malzkeime und 1,5 kg Bierhefe (jeweils

Frischmasse)

» Frischverfiitterung nicht ohne Abtotung der (lebenden) Hefen (sonst Verdauungs-
storungen) , zB. durch Erhitzen, NaCl, Sauren (z.B. 1% Propionsaure, 0,3%
Ameisensiure)

o Uberpriifung des T-Gehaltes (8 — 30 %)

Restalkohol/Resthopfen vermeiden (Futterverweigerung)

Lagerdauer auf zwei Wochen begrenzen

Auf Lagertankhygiene achten (jahrlich zweimal reimgen)

P-armes Mineralfutter

Nebenprodukte aus der Lebensmittelverarbeitung und der Energiegewinnung sind wertvolle
Futtermittel fiir Schweine, die Verfiitterung ist tkologisch und dkonomisch sinnvoll!

Abbildung 2: Futterungshinweise Bierhefe
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In dem vorangegangen Datenblatt wird eine fliissige Bierhefe beschrieben, die mit 184 g Trockenmas-
se einen hdheren Gehalt als eine Standardbierhefe hat. Dies wird auf dem Datenblatt unter “Be-
sondere Inhaltstoffe" dargestellt. Die Einsatzempfehlung liegt bei 8-12% im Trockenfutter. Das sind 2
bis 3 kg Frischmasse/Tag und Mastschwein. Unterstellt wurde dabei eine durchschnittliche Futtermen-
ge von 2 kg Trockenfutter/Tag je Mastschwein.

Im Abschnitt “Hinweise" konnen dem Datenblatt "Tipps" zur Produktion, Lagerung und Rationsgestal-
tung entnommen werden. Bei der vorliegenden Bierhefe ist es dabei besonders wichtig, dass die Hefe
mit z.B. 0,3% Ameisensdure sicher abgetottet wird, um Verdauungsstérungen zu vermeiden.

Bis heute wurden 162 Datenblatter verfasst und an die Futterhersteller und auch die Berater riickge-
meldet. Die Daten stehen auf Nachfrage fiir die Beratung zur Verfligung.

Vorhanden sind v.a. Millereinebenprodukte, Molken, Brauereireste, Brotsorten, diverse Back- und
Teigwaren, Rapsprodukte und auch ,Exoten™ (z.B. Gewiirze). In Abbildung 3 ist die Herkunft der Pro-
ben dargestellt.

Sonstige;
12%
Kartoffel- Mihlen/

verarbeitung; [_ Getreide-
4% \ verarbeitung;
27%
Malzereien/
Brauereien;
14%
L —_ Olmiihlen; 10%
Molkereien;

14%

Backereien:
19%

Abbildung 3: Herkunft der Futterproben

Schlussfolgerungen

Es wurden 162 Futtermittel von 82 bayerischen Futterherstellern erfasst und bewertet. Die Erhebung
hat wieder einmal bestdtigt, dass ein- und derselbe Rohstoff (z.B. Bierhefe) in Abhdngigkeit vom Her-
steller und Herstellungsprozess in der Nahrstoffausstattung stark differieren kann. Ebenso sind Futter-
untersuchungen bei den Herstellern oft nicht vorhanden oder veraltet. Der Landwirt und sein
Fltterungsberater bekommen deshalb zu wenige Informationen filr eine gezielte Rationsberechnung.

Durch die Neubewertung der Futtermittel im Rahmen der EiweiBinitiative sind jetzt die Hersteller in
der Lage, vorab die Landwirte besser (iber den Futterwert ihres Reststoffes zu informieren. Die Ver-
futterung kann so zielgerichteter erfolgen. Sowohl die Landwirte als auch die Futterhersteller und na-
tiirlich die Schweine profitieren davon. Nebenbei haben die Berater wieder mehr Kontakte zu den
regionalen Futterherstellern gekniipft, haben fiir die Verfiitterung und nicht die energetische Verwer-
tung futtertauglicher Nebenprodukte geworben und stehen als Ansprechpartner bei Fragen oder Pro-
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duktionsumstellungen parat. Bei Bedarf kann zeitnah wieder eine gemeinsame Futterbewertung vor-
genommen werden, man kennt sich ja.

Nur die staatliche und die angeschlossene LKV-Fitterungsberatung hat Zugriff auf alle Futterdaten-
blatter aus der Erhebung. Interessierte Landwirte oder andere Berater erhalten jederzeit gezielte Aus-
kunft Gber einen Rohstoff bzw. auch das jeweilige Datenblatt.

Im Aufbau ist ein flachendeckendes Futternetzwerk mit Futterherstellern, Landwirten und Beratern als
Partner. Die "Datenblatter" sind ein Teil davon, ein anderer die Inhaltsstoffe der in Bayern aktuell
verwendeten Mineralfutter aller Firmen, ein weiterer die "Preismeldung" fiir Futterrohstoffe von den
Beratern. Das Ganze soll "online" erfolgen, immer wenn vor Ort Daten erstellt werden, kénnen sie
nach Priifung in den "FutterRing" gelangen.
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Schweinemast mit Rapsextraktionsschrot

Wolfgang PreiBBinger, Hermann Lindermayer und Giinther Propstmeier

Institut flr Tiererndhrung und Futterwirtschaft Grub/Schwarzenau, Bayerische Lan-
desanstalt fir Landwirtschaft, DE

Einleitung

Rapsprodukte insbesondere Rapsextraktionsschrot haben in der Vergangenheit immer mehr Einzug in
die Schweineflitterung gefunden. So wurde in den letzten Jahren der Einsatz von Rapsextraktions-
schrot in der Ferkelaufzucht und Schweinemast in mehreren Versuchen und UFOP-Projekten (Stations-
und Praxisversuche) bearbeitetet und Einsatzempfehlungen daraus abgeleitet. Die Ergebnisse zeigen,
dass beim Ferkel bis zu 10 % und in der Mast bis zu 15 % Rapsextraktionsschrot eingesetzt werden
kénnen (Weber et al., 2007; Weber et al., 2010; WeiB et al., 2007; WeiB et al., 2008; WeiB und Scho-
ne 2008). Nach einem erfolgreichen Ferkelfiitterungsversuch in Schwarzenau mit Rapsextraktions-
schrot (6 % im Ferkelfutter bis 18 kg LM und 14 % im Ferkelfutter bis 30 kg LM; Lindermayer et al.,
2012) sollten diese hohen Empfehlungen auch in der Mast unter bayerischen Fiitterungsbedingungen
(Eigenmischer, bayerische Genetik) Uberpriift werden. Es wurden im Anfangs- bzw. Mittelmastmast-
futter 10 % bzw. 15 % Rapsextraktionsschrot eingesetzt. In der Endmast war das Rapsextraktions-
schrot alleiniger EiweiBtrager. Die nahrstoffidentische Kontrollgruppe dazu enthielt nur
Sojaextraktionsschrot. Der Versuch wurde im Rahmen des Aktionsprogrammes ,Heimische Eiweifut-
termittel* durchgefiihrt.

Folgende Versuchsfragen sollten beantwortet werden:

e Welche Leistungen (Nahrstoffverdaulichkeiten und Energiegehalte, Futteraufnahmen, Zunah-
men, Futteraufwand, Tiergesundheit, Schlachtleistungen) werden bei Einsatz von Raps- im
Vergleich zum Sojaextraktionsschrot in der Schweinemast erzielt?

e Wie hoch liegen die Futterkosten?

Material und Methoden

Der Fitterungsversuch mit Mastschweinen wurde am Lehr-, Versuchs- und Fachzentrum Schwarzenau
bis zu einem angestrebten Mastendgewicht von ca. 120 kg LM durchgefiihrt. Fiir den Versuch wurden
192 Ferkel der Rasse Pi x (DL x DE) nach Lebendmasse, Abstammung und Geschlecht ausgewahlt und
gleichmaBig auf zwei Gruppen (,Soja"“ bzw. ,Raps") aufgeteilt. Die Mastschweine wurden in 16 Buch-
ten zu je 12 Tieren auf Betonspalten ohne Einstreu gehalten. Sie waren zu Versuchsbeginn im Durch-
schnitt 74 Tage alt und wogen 31,9 kg. Pro Behandlungsgruppe wurden 2 Buchten mit weiblichen
Tieren, 2 Buchten mit mannlich kastrierten Tieren und 4 Buchten gemischtgeschlechtlich aufgestallt.
Die Fiitterung erfolgte am Langtrog mit Trogsensor und separaten Fliissigfiitterungsanlagen der Firma
Schauer fiir jede Behandlungsgruppe. Die Flussigfuttermengen wurden fiir jede Bucht automatisch
verwogen. Die Lebendmassen wurden wochentlich am Einzeltier erfasst. Einmal pro Woche wurde der
Kot der Tiere pro Bucht nach folgendem Schema bonitiert: Hart=1, normal=2, weich=3, wassrig=4.
Beim Erreichen von ca. 120 kg Lebendmasse wurden die Tiere nach den Vorgaben der Mastleistungs-
prifung an 4 Terminen im Versuchsschlachthaus Schwarzenau geschlachtet. Die Anfangs- (AM), Mit-
tel- (MM) und Endmastmischungen (EM) wurden in der Versuchsmahl- und Mischanlage Schwarzenau
hergestellt. Die Futteruntersuchen wurden im Labor der Abteilung Qualitatssicherung und Untersu-
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chungswesen der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft in Grub (AQU 3) nach VDLUFA-
Richtlinien durchgefiihrt. Die Stickstoff- und Phosphorausscheidungen wurden aus der Differenz Auf-
nahme mit dem Futter und Ansatz je kg Zuwachs ermittelt. Fiir P wurden 5 g/kg Zuwachs entspre-
chend den Vorgaben der GfE (2006) unterstellt, bei N wurden 25,6 g/kg angenommen (KirchgeBner et
al, 2008). Zur Bestimmung der Preiswirdigkeiten wurden aktuelle Zukaufspreise zugrunde gelegt.
Nach Mastende wurden fiir jede Behandlungsgruppe Giilleproben gezogen und der Gulleanfall ermit-
telt. Die Analyse der Giilleproben wurde im Labor der Abteilung Qualitdtssicherung und Untersu-
chungswesen (AQU 1) in Freising nach VDLUFA-Richtlinien durchgefiihrt.

Die Versuchsrationen (Tabelle 1) basierten auf Weizen, Gerste, HP-Soja- und Rapsextraktionsschrot
und waren bei den wesentlichen Parametern (Energie, Aminosduren) vergleichbar.

Tabelle 1: Versuchsrationen und analysierte Inhaltswerte (4 Analysen/Futtertyp, Angaben in 88 % T)

Futter/ Gruppe ,Soja" Gruppe “"Raps”
Inhaltsstoffe

AM MM EM AM MM EM
Weizen % 50 50 50 52 60 60
Gerste % 30 33,5 37 25 17,5 20
Sojaextraktionsschrot 48 % 17 14 11 9 3,5 --
Rapsextraktionsschrot % -- -- -- 10 15 16,5
Futterdl % - - - 1 1,5 1,5
Mineralfutter ,Raps"? % -- - - 3 2,5 2
Mineralfutter ,Soja"? 3 2,5 2 - - -
ME (MJ/kg)* MJ 13,32 13,46 13,44 13,43 13,52 13,53
Starke g 442 484 461 439 480 448
Zucker g 24 25 25 27 27 28
Rohfaser g 33 33 38 40 37 50
Rohprotein g 184 175 171 182 172 166
Lysin g 10,5 9,5 8,5 10,5 9,4 8,3
Methionin + Cystin g 6,5 6,6 6,1 6,2 7,2 6,4
Threonin g 6,5 6,4 6,3 6,7 7,0 6,3
Tryptophan g 2,3 2,2 2,1 2,4 2,2 2,0
Ca g 9,0 7,0 4,8 8,2 7,2 4,6
P g 5,2 4,9 4,4 53 51 4,8
Glukosinolat mmol - - - 1,1 1,7 1,8
Polyensauren g 8,0 8,0 8,1 12,9 13,2 13,2
Preis (€/dt) €/dt 30,9 29,87 28,85 30,9 29,87 28,85
Mégl. Rapspreis €/dt 35,5 32,97 32,61
Rapsschrot-Preiswiirdigkeit 0,71 0,66 0,65
frei Trog (Soja HP x)

Y Mifu Raps: 10Lys/1,1Met/3Thr/20,5Ca/1P/5Na/300.000A/35.000D3/3000E/50mgJ-16.666 Phyt6
2) Mifu Soja: 8Lys/1,5Met/1,5Thr/21Ca/3P/5Na/320.000A/50.000D3/3000E/66mgJ-16.666 Phyt3

3 vQ aus Verdauungsversuchen

Fir die beiden Gruppen waren somit gleiche Voraussetzungen gegeben. Zum Energieausgleich wur-
den in den Rationen mit Rapsextraktionsschrot zusatzlich 1 bzw. 1,5 % Futterél und deutlich mehr
Weizen als Gerste eingemischt. Zur Mineralstoff- Spurenelement- und Vitaminerganzung wurden zwei
handelstibliche Mineralfutter eines Herstellers eingesetzt. Laut Firmenangaben war das in der Gruppe
~Raps" verwendete Mineralfutter speziell fir Rationen mit mehr als 8 % Raps konzipiert.
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Ergebnisse und Diskussion

Der Versuch lief fuir beide Gruppen ohne gréBere Probleme von ca. 32 kg bis 123 kg Lebendmasse ab.
Lediglich ein (Gruppe ,Soja") bzw. zwei Mastschweine (Gruppe ,Raps") mussten wegen Fundament-
problemen vorzeitig aus dem Versuch genommen werden. Das Leistungsniveau war mit 859 g (Grup-
pe ,Soja") bzw. 829 g (Gruppe ,Raps") tagliche Zunahmen ansprechend. Im Versuchsmittel lag der
tagliche Futterverbrauch in beiden Gruppen bei genau 2,25 kg Futter. Die signifikanten besseren tagli-
chen Zunahmen der Mastschweine der Gruppe ,Soja" resultierten v.a. aus dem groBen Vorsprung
(+59 g) in der Anfangsmast (vgl. Tabelle 2). Dieser Vorsprung schwachte sich aber im Verlauf der
Mast immer mehr ab. Bei den Effizienzparametern (Futter-/Energieaufwand, Futter-/Energieverwert-
ung) lag die Gruppe ,Soja" vorn. Wegen des gleichen Futterverbrauches in beiden Gruppen lieB sich
diese Uberlegenheit statistisch nicht absichern. Eine Verminderung der Futteraufnahme bei hohen
Anteilen von Rapsextraktionsschrot bei Flissigfiitterung trat nicht ein. Jedoch wurde in der Gruppe
~Raps" verstarkt SchwanzbeiBen beobachtet.

Der P-AusstoB ist mit Rapsextraktionsschrot in der Mastration immer hoher (mehr P/kg plus mehr
EiweiBfutter in der Ration). In vorliegender Untersuchung betrug die Erhéhung 10 %. Mit Raps- plus
Sojaextraktionsschrot in der Ration war gegeniiber alleinigem Einsatz von Sojaextraktionsschrot der
notwendige EiweiBfutterverbrauch um rund 30 % hoher (36,2 gegeniiber 27,7 kg pro Mastschwein).

Die Futterkosten frei Trog waren in vorliegendem Versuch ausgeglichen, wenn Rapsschrot (€/dt) un-
gefahr 65 % des Preises fiir Sojaextraktionsschrot (48 % Rohprotein) ausmachen wiirde.

Bei etwa gleichen Schlachtgewichten in beiden Gruppen waren groBe Unterschiede im Fleisch- bzw.
Fettansatz zu erkennen (Tabelle 3). Diese Unterschiede lieBen sich statistisch absichern. Die Tiere der
Gruppe ,Soja" waren bei allen Schlachtparametern lberlegen. Sie hatten die bessere Ausschlachtung,
mehr Fleisch (Fleischflache, FleischmaB, Muskelfleischanteil, Fleisch im Bauch), weniger Fett (Fett-
flache, Speckmal3) und damit das giinstigere Fleisch-Fett-Verhaltnis. Die Erklarung fiir den geringeren
Fleischansatz der Scheine in der Gruppe “Raps" kénnte mdglicherweise in der Anfangsmast mit den
aufgezeigten schlechten Leistungen begriindet sein. In jungem Alter findet die Proteineilagerung und
Fleischbildung statt. Kompensationsversuche gegen Mitte und Ende der Mast fiir verminderte Zunah-
men in der Anfangsmast flihren zu verstarkter Fetteilagerung.

Die Kotkonsistenzen waren in beiden Gruppen im Mittel mit 2,0 normal. Lediglich an zwei Beobach-
tungstagen wurde in der Gruppe ,Raps" in drei Buchten ein geringfiigig weicherer Kot festgestellt.

Pro Mastschein fielen in der Gruppe ,Soja" 0,47 m> Giille mit 4,1 % T an, in der Gruppe ,Raps" waren
es 0,45 m> mit 5,1 % T. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse standardisiert auf einen T-Gehalt von 5 %
zusammengestellt. Die Werte fiir P,Os und K,O liegen im mittleren Bereich, Gesamt-N und NH4-N und
MgO liegen oberhalb der Standardangaben der Gruber Futterwerttabelle (LfL, 2012). Mit durchschnitt-
lich 140 mg/kg T liegen die Kupfergehalte niedriger als im bayerischen Giillemonitoring (Mdiller, 2006).
Dort wiesen 85 % aller schweinehaltenden Betriebe Kupfergehalte von tiber 200 mg/kg T auf. Laut
bayer. Giillemonitoring lagen nur bei 5-10 % der Schweinegiillen die Zink-Gehalte unter 500 mg/kg T.
Der Durchschnittswert der vorliegenden Untersuchung betragt 724 mg/kg T und liegt somit im mittle-
ren Bereich des Gillemonitorings, wo Werte bis 1500 mg/kg T analysiert wurden. Man darf allerdings
nicht Ubersehen, dass in der bayer. Gesamterhebung viele Ferkelerzeugerbetriebe mit futtermittel-
rechtlich erlaubten, aber deutlich hheren Spurenelementgehalten im Ferkelfutter dabei sind. In den
nativen Gullen lagen bei den Parametern Gesamt-N, NH4-N, P,Os MgO und CaO die Werte bei der
Sojagruppe niedriger. Kupfer, Zink, Mangan und Eisen bewegen sich im Bereich der bisher in Schwar-
zenau ermittelten Werte fiir Schweinemastgillen.
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Tabelle 2: Aufzucht- und Mastleistungen (LSQ-Werte)

Mastleistung Einheit Gruppe ,Soja" Gruppe ,Raps" Sign. p< 0,05
Tierzahl n 96 96 -
Ausfalle n 1 2
Mastdauer Tage 1072 111° 0,023
Lebendmasse
Versuchsbeginn kg 31,9 31,9 0,883
Beginn Phase 2 kg 64,2° 61,8° 0,007
Beginn Phase 3 kg 90,4° 87,6° 0,018
Versuchsende kg 123,1 123,0 0,947
Zuwachs kg 91,2 91,1 0,906
Zunahmen/Tag
Phase 1 g 771° 712° 0,001
Phase 2 g 934 919 0,437
Phase 3 g 914 887 0,312
gesamt g 859° 829° 0,047
Futter-/Energieverzehr/Tag (88 % T)
Anfang kg/MJ 1,73/23,1 1,72/23,1 0,912/0,945
Mitte kg/MJ 2,34/31,5 2,38/32,2 0,818/0,767
Ende kg/MJ 2,67/36,0 2,66/36,0 0,951/0,982
gesamt kg/MJ 2,25/29,7 2,25/30,2 0,964/0,794
Futter-/Energieaufwand (kg Futter/kg Zuwachs bzw. MJ ME/kg Zuwachs)
Anfang 1: 2,24%/29,9° 2,43%/32,7° 0,014/0,008
Mitte 1: 2,51/33,8 2,61/35,3 0,442/0,393
Ende 1: 3,04/40,9 3,06/41,4 0,904/0,799
gesamt 1: 2,64/34,9 2,75/36,8 0,351/0,195
Futter-/Energieverwertung (g Zunahmen pro kg Futter bzw. pro MJ ME)
Anfang g 446°%/33,5° 412%/30,7° 0,011/0,006
Mitte g 403/30,0 385/28,5 0,364/0,322
Ende g 332/24,7 329/24,3 0,852/0,748
gesamt g 381/28,8 365/27,3 0,299/0,168
Ausscheidungen pro Mastschwein
Stickstoff kg 3,47 (100) 3,33 (96) -
Phosphor kg 0,52 (100) 0,57 (110) -
Futterkosten pro Mastschwein — (Preisgleichheit frei Trog: Rapsschrot = Soja 48 % Rp x 0,66
gesamt € 60,75 (100) 60,75 (100)
pro kg Zuwachs € 0,67 0,67
EiweiBfutterverbrauch pro Mastschwein
Sojaextraktionsschrot kg 27,7 6,8
Rapsextraktionsschrot kg -- 29,4
gesamt kg 27,7 (100) 36,2 (131)

Zahlen in Klammern relativ zur Gruppe ,Soja"

Schlussfolgerungen

Die wichtigsten Ergebnisse des Versuches finden sich in Abbildung 1 wieder. Trotz nahrstoffidentischer
Mischungen konnten die Mastschweine mit hohen Anteilen an Rapsextraktionsschrot in der Ration das
Zunahmeniveau der Kontrollgruppe mit Sojaextraktionsschrot nicht erreichen.
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Tabelle 3: Schlachtleistungen (LSQ-Werte)

Schlachtparameter Einheit Gruppe ,Soja" Gruppe ,Raps" Sign. p< 0,05
Tierzahl n 95 94

Schlachtgewicht kg 98,3 97,0 0,182
Ausschlachtung % 79,9° 78,9° 0,001
Fleischflache cm’ 59,8° 56,5° 0,001
Fettfldche cm? 16,8° 17,8° 0,031
Fleisch/Fett 1: 0,28° 0,32° 0,001
SpeckmaB mm 13,8 14,6° 0,014
FleischmaB mm 67,3° 64,6 0,001
Fleisch i. Bauch % 58,3° 57,1° 0,010
Muskelfleisch % 60,1° 59,0° 0,001

Tabelle 4: Giillemenge und Giilleinhaltsstoffe je m* Giille (Angaben standardisiert auf 5 % T)

Giilleinhaltsstoffe/m3 Gruppe ,Soja" Gruppe ,Raps"
Giille/Mastschwein m3 0,47 0,45
Trockenmasse % 4,1 51
pH 7,4 7,2
Org. Substanz kg 36,4 37,9
N-gesamt kg 6,0 5,4
NH4-N kg 4,9 4,2
K0 kg 3,3 2,4
MgO kg 1,5 1,6
Ca0 kg 1,8 2,0
Na kg 0,6 0,5
P,0Os kg 2,7 2,3
S kg 0,2 0,3
Cu g 8,1 5,9
Zn g 41,0 31,5
Mn g 38,1 25,5
Fe g 63,6 40,6

Abbildung 1: Mast- und Schlachtleistungen sowie Eiweifutterverbrauch mit Rapsextraktionsschrot
im Mastfutter (Kontrollgruppe = 100)
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Der Futteraufwand war dementsprechend erhdht. Rapsextraktionsschrot in sehr hohen Anteilen im
Mastfutter fihrte nicht zu einem gleichwertigen Fleischansatzniveau wie bei den sojagefiitterten Kon-
trolltieren.

Bei der Fltterung von Rapsextraktionsschrot missen Zusatzkosten fiir mogliche LeistungseinbuBen,
technischen Mehraufwand, Verschlechterung der P-Bilanz einhergehend mit mehr Giilleflachenbedarf
sowie geringere Schlachtkérperwerte beim Einkaufspreis des Rapsextraktionsschrotes mit berticksich-
tigt werden.
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Einleitung

Die Bereitstellung von hochwertigem Futterprotein ist eines der Flaschenhdlse der Tierproduktion.
Allein in Deutschland werden jahrlich etwa 4 Mio. Tonnen Rohprotein verfiittert, wovon der (iberwie-
gende Teil (~2,4 Mio. t) durch Sojaimporte (v.a. aus Argentinien, Brasilien, USA) gedeckt wird. Ange-
sichts der weiter anhaltenden Zunahme der Weltbevidlkerung (9 Milliarden bis 2050) und ihrer
Nachfrage nach Lebensmitteln tierischer Herkunft wird diese EiweiBliicke in der Fitterung in den
nachsten Jahrzehnten noch weiter anwachsen [1]. Die Tiererndhrung ist daher bestrebt, alternative
Ansatze zur Entscharfung der EiweiBlicke zu identifizieren.

Bereits Mitte des vorigen Jahrhunderts widmete man sich dem Potential von griinem Blattmaterial als
Proteinlieferant zur SchlieBung mdglicher Versorgungsliicken in der menschlichen Erndhrung. Diese
Untersuchungen blieben in der Tiererndhrung jedoch weitgehend unbeachtet. Bis heute hat Biomasse
aus Griinland fur die Futterung monogastrischer Nutztierspezies so gut wie keine Bedeutung. Dies
liegt daran, dass sich die potentiell verdaulichen Néhrstoffe im Zellinneren befinden und durch dessen
starke Vernetzung bzw. UmschlieBung mit Faser- und Zellwandbestandteilen fiir Verdauungsenzyme
kaum zuganglich sind [2]. Durch Auspressen des Pflanzensaftes aus Blattmaterial und Extraktion des
darin enthaltenen EiweiBes kann allerdings ein Blattproteinkonzentrat gewonnen und fiir die Verdau-
ungssysteme von Monogastriern zuganglich gemacht werden [3].

Prinzipiell sind die Blatter zahlreicher Pflanzenarten fiir die Gewinnung von Blattproteinkonzentraten
geeignet [4, 5, 6]. Dabei muss beachtet werden, dass sich antinutritive Inhaltsstoffe im Pflanzensaft
limitierend auf den Einsatz des Blattproteinkonzentrats auswirken kénnen [7]. Das Aminosaurenmus-
ter des Blattproteinkonzentrats wird von verschiedenen Autoren liberwiegend als sehr gilinstig ange-
geben, dhnlich dem von Sojaprotein [8, 9]. Als erstlimitierende Aminosauren werden meist Methionin
und Cystein genannt [4, 10]. Die Angaben verschiedener Autoren zum Gehalt an Lysin sind uneinheit-
lich. So wird sowohl von hohen Lysingehalten, dhnlich denen von Milch [4], als auch von verminderten
Lysingehalten im Vergleich zu Proteinquellen tierischer Herkunft [10] berichtet. Prinzipiell wird das
Aminosdauremuster als relativ unabhangig von der Pflanzenart, der Diingungsstufe und der Reife der
verwendeten Blattmasse beschrieben [7, 10].

In dieser Studie sollte das Nutzungspotential von Proteinkonzentrat aus Blattmasse ausgelotet und die
grundlegenden Eigenschaften dieser potentiellen Rohproteinquelle in Bezug auf einen Einsatz in der
Fltterung monogastrischer Nutztiere herausgearbeitet werden.

Material und Methoden

Finf Griinlandstandorte (drei graserbetonte, zwei leguminosenbetonte) und ein Ackerrotkleestandort
im Landkreis Freising (Deutschland) wurden im Abstand von jeweils 2 Wochen zu drei Schnittzeitpunk-
ten beprobt (Mitte Rispenschieben, Anfang Bliite, Ende Bliite). Es wurde jeweils nur Blattmaterial des
ersten Aufwuchses geerntet. Alle Standorte wurden o6kologisch bewirtschaftet (kein mineralischer
Dinger). Der Rotklee wurde im Vorjahr angesat.

Es wurden etwa 12 kg frisches Material von Hand je Standort und Zeitpunkt geschnitten (Schnitththe
ca. 7 cm), bei 4°C zwischengelagert und méglichst rasch weiterverarbeitet. Die Gewinnung des Press-
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safts erfolgte durch fiinfminltige Zerkleinerung des Materials in einem Cutter und anschlieBende Pres-
sung mittels mechanischer Stempelpresse (Fassungsvolumen 1,5 Liter). Der gewonnene Saft wurde
gesiebt und in mit Eis gekihlten Polyethylenflaschen (1 Liter) aufgefangen. Bis zur Weiterverarbeitung
wurde der Presssaft zusammen mit dem Presskuchen luftdicht verpackt und bei -20°C tiefgefroren
gelagert.

Die Gewinnung des Rohproteins aus dem aufgetauten Presssaft (15 Stunden; 20 °C) erfolgte durch
Saurefallung mittels 140 ml 100%iger Propionsadure je kg Presssaft (pH 3,6-3,8; 20°C) und zehnmini-
tiger Inkubationszeit. Vorversuche zeigten, dass eine weitere Saurezulage keine hdhere Koagulat-
Ausbeute mit sich brachte. AnschlieBend wurden die Proben durch ein WeiBband-Filterpapier (MN 640
m) filtriert. Der abfiltrierte Fallungsriickstand wurde anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung tiefge-
froren (-20°C) gelagert.

Samtliche Haupt- und Nebenprodukte (Ausgangsmaterial, Presssaft, Presskuchen, Proteinkonzentrat,
Filtrat) wurden im Duplikat auf Trockenmasse- und Rohproteingehalte hin untersucht (Gefriertrock-
nung, Kjeldahl-Methode). Die Analyse der einzelnen Aminosauren im Proteinkonzentrat erfolgte durch
vorangehende saure Hydrolyse und anschlieBende Ionenaustauschchromatographie (LC-2000, Biotro-
nik, Berlin, Deutschland) aus jeweils 1g getrocknetem Material. Zur Bestimmung von Methionin und
Cystein wurde gesondertes Probematerial mittels Perameisensaure oxidiert und die dabei entstehen-
den Derivate (Methioninsulfon, Cysteinsaure) anschlieBend sauer hydrolysiert und quantifiziert. Ledig-
lich die Gehalte der Aminosaure Tryptophan konnten nicht experimentell bestimmt werden. Hierzu
wurde ein Schatzwert von 13,3 mg je g Reineiwei3 angenommen [11].

Ergebnisse

Zur Gewinnung des Grasproteins musste dieses zunachst aus der Grasmatrix in den Presssaft (iber-
fuhrt werden. Die bei der Pressung erreichten Abpressgrade (Verhdltnis von gewonnener Menge
Presssaft bezogen auf die eingesetzte Menge an Ausgangsmaterial) lagen bei den Dauergriinlandstan-
dorten im Mittel bei ca. 45 %, beim Rotkleestandort bei durchschnittlich 59 %.

Die (iber die drei Schnittzeitpunkte gemittelten Gehalte an Trockenmasse und Rohprotein der verwen-
deten Biomasse lagen bei den Dauergriinlandstandorten mit 22 % Trockenmasse und 13 % Rohpro-
tein in den flir das verwendete Pflanzenmaterial typischen Bereichen, wobei im Verlauf der
Vegetationsperiode die flir Griinland typischen Zunahmen der Trockenmasse sowie Abnahme der
Rohproteingehalte erkennbar waren. Der Rotklee zeichnete sich mit durchschnittlich 15 % Trocken-
masse und 19 % Rohprotein v.a. durch seinen hdéheren Rohproteingehalt im Vergleich zu den Dauer-
grinlandstandorten aus. Hier stieg der Rohproteingehalt im Verlauf der Vegetationsperiode von 17 auf
20 % an. Das gewonnene Proteinkonzentrat wies im Mittel Rohproteingehalte von etwa 31 % auf,
zeigte jedoch ein starkes Abfallen der Rohproteingehalte mit zunehmendem Vegetationsstadium (von
rund 44 % auf etwa 17 %). Dieser Effekt war bei den graserbetonten Standorten besonders ausge-
pragt. Aus Rotklee konnte hingegen ein Proteinkonzentrat mit durchschnittlich 43 % Rohprotein und
einer geringeren Schwankungsbreite (39-45 %) gewonnen werden. Insgesamt war eine enge Korrela-
tion der Rohproteingehalte des Proteinkonzentrats mit dem Rohproteingehalt des Ausgangsmaterials
zu beobachten.

Abbildung 1 zeigt die Aufteilung des Rohproteins in 1 kg Trockenmasse des Ausgangsmaterials im
Zuge der Verarbeitung zu Presskuchen, Proteinkonzentrat und Filtrat fiir die Dauergriinlandstandorte
sowie flir Rotklee. Die Gesamtmenge an verfligbarem Rohprotein schwankte zwischen 107 g (Dauer-
griinland, Ende Bliite) und 200 g (Rotklee, Ende Bliite) im Ausgangsmaterial. Hiervon verblieb der
groBte Teil im Presskuchen. Durchschnittlich konnten 19 g (Dauergriinland) bzw. 53 g (Rotklee) Roh-
protein aus dem Presssaft als Proteinkonzentrat gewonnen werden. Die erzielten Proteinausbeuten
lagen beim Rotklee mit durchschnittlich 29 % deutlich tber denen des Dauergriinlands von durch-
schnittlich 14 %.
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Abbildung 1: Aufteilung des Rohproteins aus 1 kg Ausgangsmaterial-T auf Presskuchen, Filtrat und
Proteinkonzentrat nach Standortgruppen und Schnittzeitpunkten

Tabelle 1: Aminosduregehalte der Grasproteinkonzentrate nach Schnittzeitpunkt [mg/g Reinprotein]

Dauergriinland Rotklee
(mg AS/g ReineiweiB)" (mg AS/g ReineiweiB)"
Rispen- Anfang Ende Im Mittel Gber drei Schnittzeit-
schieben Bliite Bliite punkte
LYS 61,6 £2,3 57,7 5,1 46,3 £14,0 63,7 1,4
MET+CYS 30,6 £1,3 28,6 £2,3 27,5 £3,6 26,1 £0,6
THR 53,0 £0,6 53,0 £1,3 52,8 £3,7 52,3 £0,1
VAL 62,6 £0,7 62,4 £2,1 61,1 £4,9 62,9 £0,3
ILE 51,1 £0,4 50,8 £1,6 48,3 £3,3 51,6 £0,6
LEU 94,3 1,1 91,6 £4,4 85,2 6,2 95,3 £0,5
PHE 58,8 2,6 55,6 £5,5 53,3 £3,7 60,1 £2,1
HIS 24,0 £0,3 23,4 £0,7 21,2 +1,5 24,4 £0,3
summe der 551 +4 564 +18 591 +25 550 £1,0

nicht-essentiellen AS

) Gehalte an Trp mit 13,3 mg/g ReineiweiB geschétzt [11]

Der Anteil des Reineiweies (Summe aller AS) am Rohprotein nimmt bei den Proteinkonzentraten aus
Dauergriinland mit fortschreitender Vegetation von 82 % (Rispenschieben) liber 74 % (Beginn Bliite)
auf 55 % (Ende Blate) ab. Beim Rotklee blieb der Anteil dagegen weitgehend konstant (82 %).

Grasproteinkonzentrat enthielt im ReineiweiB relativ hohe Anteile an essentiellen Aminosauren in
Summe (Tabelle 1), wobei die Werte im Verlauf der Vegetation von 45 auf 41 % abnahmen. Dieser
Riickgang war bei Lysin und Methionin besonders stark ausgepragt. Auffallend waren insbesondere
die hohe Variabilitdt und die niedrigeren Reineiweigehalte zum dritten Schnittzeitpunkt der Dauer-
griinlandstandorte bei anndahernder Konstanz des ersten und zweiten Schnittzeitpunkts. Der Rotklee-
standort verhielt sich demgegeniber Gber den Zeitverlauf dagegen sehr konstant.
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Diskussion

Die relativ niedrigen Ausbeuten an Rohprotein von nur etwa 15 % (Dauergriinland) bzw. 29 % (Rot-
klee) sind in erster Linie auf die technologische Einfachheit des angewandten Verfahrens zuriickzufiih-
ren und dirften sich noch deutlich steigern lassen. Hierzu stehen vielfdltige technologische
Mdglichkeiten zur Verfiigung, die v.a. unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten gepriift werden mdssen.
Denkbar wére z.B. eine enzymatische Vorbehandlung des Blattmaterials, das Uberspiilen der Press-
riickstande mit Wasser wahrend der Pressung zur Unterstiitzung der Extraktion von Zellinhaltsstoffen
[3, 5] oder eine Kombination mehrerer Press- bzw. Aufschlussverfahren.

Die Aminosauregehalte der Dauergriinlandstandorte nahmen zum ersten Erntezeitpunkt (Rispenschie-
ben) vergleichbare Werte an wie die in anderen Arbeiten publizierten Aminosauregehalte vergleichba-
rer Pflanzenarten [5, 10]. Ende der Bliite war dies dagegen nicht mehr der Fall.
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Abbildung 2: Differenz zwischen den gemessenen Gehalten an Aminosauren aus Dauergriinland
(1. Schnitt), Rotklee (Mittel aus 3 Schnitten) sowie Sojaextraktionsschrot [11] und den idealen
Gehalten an Aminosauren im Reineiweif3 flir Mastschwein [12]

Abbildung 2 zeigt die Differenz zwischen den gemessenen Gehalten an Aminosduren aus Dauergriin-
land (1. Schnitt), Rotklee (Mittel aus 3 Schnitten) sowie Sojaextraktionsschrot [11] und den idealen
Gehalten an Aminosauren im ReineiweiB flir Mastschweine [12]. Negative Werte bezeichnen dabei
Untergehalte an Aminosauren. Die Bedarfsdeckung von Schweinen wird bei allen drei Proteinquellen
durch Untergehalte an Lysin und schwefelhaltigen Aminosduren limitiert. Hinsichtlich der (brigen es-
sentiellen Aminosauren ist das Reineiwei3 aus Dauergriinland und Rotklee dagegen dem Sojaprotein
tiberlegen und liefert insbesondere einen Uberhang an Threonin, Valin und Leucin.

Unter Beriicksichtigung eines mittleren jahrlichen Hektarertrags an von etwa 7 Tonnen Trockenmasse
aus Okologisch bewirtschaftetem Dauergriinland bzw. Anbau von Ackerrotklee ist unter Hochrechnung
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der hier prasentierten Ergebnisse mit einem Gesamtertrag an ReineiweiB3 von etwa 50 - 150 kg (Dau-
ergrinland) bzw. 320 kg (Rotklee) pro Hektar und Jahr zu rechnen. Dies kommt nur bis auf etwa ein
Drittel (Rotklee) an den Anbau von Soja heran (ca. 1000 kg ReineiweiB/ha/a). Hierbei ist jedoch abge-
sehen vom verfahrenstechnischen Verbesserungspotenzial zu berlicksichtigen, dass Griinland nicht
wie Soja durch hohe Standortanforderungen limitiert und oftmals sogar auf unbestimmte Zeit nutzbar
ist (Dauergriinland). Dartiber hinaus sind auch Extensiv- oder Grenzstandorte verwertbar. Der Verzicht
auf BodenbearbeitungsmaBnahmen oder den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln bietet darliber hinaus
arbeitswirtschaftliche, konomische und dkologische Vorteile, die auch fiir den Einsatz im Okolandbau
sehr gut nutzbar waren. Durch die Nutzung heimischer Griinlandflachen bietet das Grasproteinkon-
zentrat die Moglichkeit der heimischen EiweiBfuttermittelproduktion, ohne eine allzu starke Flachen-
konkurrenz zu anderen Ackerkulturen zu verursachen, da der anfallende Presskuchen weiterhin als
Wiederkduerfutter nutzbar ist.
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Introduction

It's well known that poultry species as well as growing and adult birds of the same species differ with
regard to the digestion of feed ingredients. Such differences were also observed with respect to the
ileal digestibility of amino acids (Jamroz et al. 2001; Kluth and Rodehutscord 2006; Rodehutscord
2007). Kluth and Rodehutscord (2006) and Rodehutscord (2007) reported about higher ileal digestibil-
ity of amino acids from feed raw materials in broilers than in turkeys. Hence, the results obtained for
broilers cannot be directly extrapolated to turkeys and the ileal digestibility of amino acids supplied by
the most important feed components should be estimated in turkeys fed diets intended for fattening.
Therefore, the aim of present study was to determine the ileal digestibility of corn and wheat, the
most important energy sources in diets for young turkeys.

Materials and methods

The experiment was conducted in the experimental facilities of the Department of Poultry Science,
University of Warmia and Mazury in Olsztyn, Poland. Corn and winter wheat were tested in this exper-
iment. Corn contained (DM basis) 7.8, 0.4, 0.2, 0.3, 0.9, 0.2, 0.2, 0.4, 0.3, 0.1, 0.4% and wheat con-
tained 12.9, 0.6, 0.3, 0.4, 0.8, 0.3, 0.2, 0.6, 0.3, 0.1, 0.5% of CP, Arg, Cys, lle, Leu, Lys, Met, Phe,
Thr, Trp, Val, respectively. The methodology applied in the study was identical as that used in previ-
ous experiments investigating the standardized ileal amino acid digestibility of feed ingredients in
broilers (Lemme et al. 2004) and growing turkeys (Kozlowski et al., 2011 and 2012). The experiment
comprised 18 floor pens with 15 birds per pen (a total of 270 birds). Four-week-old BUT Big 6 turkey
toms were assigned to 3 treatment groups providing 6 replicates per treatment. The main compo-
nents of the experimental diets were corn (treatment 1) and wheat (treatment 2). Non-specific (basal)
endogenous amino acid loss after feeding a N-free diet was determined in a separate group of turkeys
(6 replicates, 15 animals in each). The obtained values provided a basis for the standardization of ileal
digestibility coefficients. Until the end of week 3, male BUT Big 6 turkeys received ad libitum a starter
diet (commercial feed mixtures in pelleted form). Drinking water was also available ad libitum. After 7-
day experimental feeding all animals were sacrificed by cervical dislocation and digesta was immedi-
ately sampled from the distal two-thirds of the intestine section between Meckel’s diverticulum and 2
cm anterior to the ileo-ceca-colonic junction. The intestines were rinsed using distilled water and the
contents were pooled (all within each pen), freeze-dried and subsequently analyzed for amino acid
content. The analyses of amino acids and nitrogen were performed by Evonik Degussa GmbH, Ger-
many. The calculations were conducted using the same formulas as in the previous experiments
(Koztowski et al. 2011, 2012).
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Results

The standardized amino acid digestibility coefficients for corn and wheat are presented in Table 1.
Investigating the standardized ileal amino acid digestibility of corn and wheat in 4-week old turkeys
resulted in values different to data measured in broilers (Lemme at al. 2004). This suggests that the
ileal amino acid digestibility standards developed for broilers should not be applied to turkeys. Due to
the long fattening period in turkeys, further investigations are needed to determine the effect of age
of birds on amino acids digestibility.

Table 1: Standardized ileal digestibility of amino acids for corn and wheat in turkeys (%)

Amino acid Corn Wheat

mean SD mean SD
Arginine 96 4 92 4
Cystine 90 5 94 6
Isoleucine 95 5 95 5
Leucine 96 2 95 4
Lysine 89 7 89 7
Methionine 94 3 94 4
Phenyloalanine 94 4 95 4
Threonine 82 7 87 12
Tryptophan 86 6 90 8
Valine 93 4 92 6
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Einleitung

Mit der rasch wachsenden Produktion von Bioethanol steigen auch die Moglichkeiten zur Verwendung
der als Nebenprodukt anfallenden Schlempe als Futtermittel (engl. DDGS - Dried Distillers Grains with
Solubles). Dieses Futter wird bei der Winterflitterung des Schalenwildes noch nicht so haufig einge-
setzt wie bei den Nutztieren. In der nachsten Zeit kdnnte jedoch die Trockenschlempe insbesondere
bei der Fiitterung des Rotwildes als interessante Alternative zu den herkdmmlichen Futtermitteln sehr
stark an Bedeutung gewinnen.

Das Ziel der Arbeit war die Ermittlung der Verdaulichkeit der bei der Gewinnung von Bioethanol aus
Mais anfallenden Schlempe und Lebendgewicht Entwicklung beim Rotwild festgestellten.

Material und Methoden

Am Anfang der Versuche wurde der durchschnittliche Gehalt an Nahrstoffen, einschlieBlich jenes von
bestimmten Aminosauren, in der Trockenschlempe von Mais (Fa. Enviral Leopoldov, Slowakei) analy-
siert (Tabelle 1 und 2).

Die Ermittlung der scheinbaren Verdaulichkeit von Nahrstoffen beim Rotwild mit Hilfe der Differenzi-
almethode erfolgte wahrend der Winterperiode (Janner — Februar). Der Fiitterungsversuch wurde mit
4 Stlick Rotwild durchgefiihrt, die wahrend der Untersuchungsperiode einzeln in den Stoffwechselbo-
xen eingestellt waren (Abbildung 1). In dem ersten Experiment haben wir die Verdaulichkeit von
Nahrstoffen in der Futterration ermittelt, die aus 1.0 Kg Luzerneheu und 0.8 Kg Trockenmaisschlempe
bestand. Im zweiten, nachfolgenden Experiment wurde die Verdaulichkeit von Luzerneheu als Allein-
futter (2.0 Kg/Tag/Stiick) ermittelt. Daraufhin haben wir die Verdaulichkeit der Trockenschlempe be-
rechnet. Das im Versuch verwendete Luzerneheu enthielt nach der Umrechnung auf die
Trockensubstanz Rohprotein 200.24 g.kg™, Rohfaser 272.54 g.kg”, Rohfett 17.76 g.kg™, Rohasche
95.74 g.kg!, N-freie Extraktstoffe 413.72 g.kg™.

Der zweite Untersuchungsschwerpunkt war die praktische Uberpriifung der Eignung dieses Futter fiir
das Rotwild. Dabei wurde beim Rotwild in einem Versuchsgatter die geschmackliche Attraktivitat die-
ses Futter aufgrund seiner taglichen Aufnahmen an den Futterplatzen und die kdrperliche Entwicklung
des jungen Rotwildes (56 Stiick) bis zum Alter von 15-16 Monaten. Die gesamte Futterration (die an
den Futterplatzen dem Rotwild angebotenen Futtermittel) bestand in Umrechnung auf die Trocken-
substanz aus folgenden Komponenten: Griindsung — 74.5 %, Trockenschlempe — 10 %, Gerste — 7 %,
Mais — 7 %, Mineralstoffmischung — 1.5 %.

Die Ergebnisse wurden statistisch mit ANOVA, SAS 2002, v. 1.9 ausgewertet.
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Tabelle 1: Durchschnittliche Zusammensetzung der Trockenmaisschlempe (g/kg)

Nahrstoff in Frischmasse in Trockensubstanz
Trockensubstanz 903.67 -
Wasser 96.33 -
Rohprotein 248.72 275.23
Rohfaser 77.93 86.23
Rohfett 116.57 129.00
Rohasche 44.94 49.73
N — freie Extraktstoffe 415.51 459.79
Organische Masse 858.69 950.22
Saure Detergentien Faser 149.63 161.79
Neutrale Detergentien Faser 338.90 373.18
Lignin 29.10 32.04
Ca 0.28 0.31
P 6.49 7.19
Na 2.32 2.57
K 8.45 9.41

Tabelle 2: Durchschnittlicher Gehalt an bestimmten Aminosauren in der Trockenmaisschlempe (g/kg)

Aminosduren in Frischmasse in Trockensubstanz
Asparaginsaure 14.80 16.30
Threonin 9.75 10.73
Serin 11.52 12.68
Glutaminsdure 39.11 43.06
Prolin 19.97 21.99
Glycin 9.10 10.02
Alanin 16.22 17.86
Valin 12.09 13.32
Isoleucin 8.41 9.27
Leucin 27.82 30.63
Tyrosin 9.05 9.96
Phenylalanin 12.20 13.44
Histidin 7.45 8.21
Lysin 5.21 5.73
Arginin 11.37 12.52
Methionin 4.34 4.77
Cystein 3.87 4.26
Ergebnisse

Die Trockenschlempe zeigte sich im Versuch als gut geeignete Futterergdanzung fiir das Rotwild. Der
Stickstoff-Gehalt betrug im Versuch 275.23 g.kg™* in Trockensubstanz. Im Hinblick auf die Aminosdu-
rezusammensetzung ist jedoch der Lysingehalt mit 5.73 g.kg™® TS vergleichsweise gering. So enthélt
z.B. Sonnenblumen-Extraktionsschrot mit etwa 10.03 g.kg® Lysin in TS den anndhernd doppelten
Wert. Der Fettgehalt ist in der Trockenmaisschlempe mit 129.00 g.kg? TS hoch. Bedeutend ist auch
der Gehalt an Phosphor (7.19 g.kg! TS).

Die Versuchsergebnisse bei 4 Versuchstieren zeigten hohe Verdaulichkeitswerte der Trockenmais-
schlempe in der Winterperiode von Januar bis Februar. Die Verdaulichkeit lag beim Rohprotein bei
78.07 %, beim Rohfett bei 94.00 %, beim Rohfaser 50.10 %, bei N-freie Extraktstoffen 78.11 % und
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bei der Rohasche 47.93 %. Die metabolisierbare Energie der Trockenschlempe fiir das Rotwild betrug
13.05 MJ.kg™* Trockensubstanz bzw. 11.79 M1.kg" Frischsubstanz. Die Schwankungsbreite der festge-
stellten Verdaulichkeitswerte bei einzelnen Versuchstieren war minimal (SD = 1.31). Zum Vergleich:
die Verdaulichkeitswerte beim Luzerneheu im Differenzialversuch betrugen beim Rohprotein 76.82 %,
beim Rohfaser 40.50 %, bei N — freie Extraktstoffen 75.30 % und bei der Rohasche 41.44 %.

Die weiteren Untersuchungen, deren Schwerpunkt bei der praktischen Uberpriifung der Eignung der
Trockenschlempe als Futter fiir das Rotwild lag, ergaben folgende Ergebnisse: Das durchschnittliche
Korpergewicht des jungen Rotwildes im Alter 15-16 Monate erreichte bei den Hirschen 132.1 kg (SD =
10.17) a bei den weiblichen Tieren 115.7 kg (SD = 8.38).

Abbildung 1: Bilanzboxen mit Rotwild

Diskussion

Die Verdaulichkeit der Trockenmaisschlempe beim Rotwild lag bei organischer Masse bei 81.02 %. Die
metabolisierbare Energie der Trockenschlempe fiir das Rotwild betrug 13.05 MJ.kg™* Trockensubstanz
a 11.79 Ml.kg™ Frischsubstanz. Das korreliert gut auch mit anderen leicht verdaulichen Futtermitteln.
So gibt z. B. Vodnansky et al. (2012) bei Zuckerriibenpressschnitzeln die Verdaulichkeit bei Organi-
scher Masse 83-84 % und die metabolisierbare Energie je 1 Kg frisches Futter 3.17 Ml.kg" (umge-
rechnet auf 1 Kg der Trockensubstanz 11.12 Ml.kg™) an. Aus seiner Arbeit geht hervor, dass das
Rotwild auch im Winter eine nahrstoffreiche Nahrung ebenso wie in anderen Jahreszeiten gut verdau-
en kann, sofern die Pansenmikroorganismen auf ihre Zusammensetzung eingestellt sind. Eine andere
Situation entsteht allerdings dann, wenn sich die Nahrung innerhalb kurzer Zeit andert. So kénnen
z.B. ein abrupter Nahrungswechsel oder eine plotzliche Einstellung der Flitterung zu Verdauungssto-
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rungen fihren. Es dauert mindestens 2-3 Wochen, bis sich die Mikroorganismen im Pansen auf die
neu entstandene Nahrungssituation allmdhlich anpassen.

Die koérperliche Entwicklung des jungen Rotwildes ist sehr stark von der Aufnahme der leicht verdauli-
chen Nahrstoffe abhdngig. Im Versuch erreichte das durchschnittliche Kérpergewicht des jungen Rot-
wildes im Alter 15-16 Monate bei den Hirschen 132.1 kg und bei den weiblichen Tieren 115.7 kg. Dies
ist vergleichbar mit den Kérpergewichten des Rotwildes im Vorjahr als dem Rotwild Sonnenblumenex-
traktionsschrot als Erganzungsfutter gefiittert wurde. Es gab keine signifikanten Unterschiede beim
Vergleich der durchschnittlichen Kérpergewichte des Rotwildes in den beiden Jahren. Die Verwendung
der Trockenschlempe in der Futterration hatte keine Auswirkungen auf die Futteraufnahmen im Ver-
gleich mit dem Vorjahr, was ein Hinweis auf ihre hohe geschmackliche Attraktivitat ist.
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Introduction

Numerous by-products originate from food industry processing in the agricultural production, which
can be taken into account in rabbit feeding. Crude fibre digestibility varies from 15 to 20 % in a con-
ventional and complete rabbit feed. The digestibility of crude fibre of various raw materials varies
widely, with minimum values (5 to 10 %) observed for rough forages and by-products (hay, straw,
grape marc) medium values (10 to 20 %) for lucerne meal, a few cereals (barley, oats) and their by-
products (wheat bran), and higher values (20 to 40 %) for corn and soybean. Lastly, beet and citrus
fruit pulp offer fibre that is particularly digestible (40 to 70 %) (Xiccato, 1996). DDGS (Dried distillers
grains with solubles) is a primary by-product of ethanol production from dry milling of cereal grains.

The aim of this study was to evaluate the effect of different by-products in diets; different energy and
protein content in feeds and their effect on meat production and on biochemical parameters in the
digestive tract of rabbits.

Material and methods

A total of 72 & weaned rabbits (35" day of age, Hycole hybrid) were divided into 3 similar groups and
each group was tested individually.

In the first experimental group (24 animals) the trial was focused on growing rabbits feed with a mix-
ture containing 41 % Lucerne meal and 12 % oats and 5 % heat treated soya in combination with
32 % of agricultural by-products and without any coccidiostatic drugs.

In the second experimental group (24 animals), complete granulated mixture with 5 % DDGS applied
/100 kg feed was tested.

In the third experimental group (24 animals), complete granulated mixture with 10% DDGS applied
/100 kg feed was tested.

The samples of individual feeds were analyzed for content of nutrients (Table 1) according to proce-
dures of the AOAC (2000). The experiment lasted for 42 days until the animals attained the slaughter-
ing weight 2500 kg. Body weight and feed consumption were registered weekly. In fattening
experiment were studied the growth of live weight and feed intake per unit of live weight growth. The
content of digestible energy (DE) was calculated by the equation of Wiseman et al. (1992). Between
65 and 70 days of age, 5 rabbits from each group were selected for digestibility tests using the bal-
ance method. The digestibility test was performed in accordance with the recommended methodolo-

gy.
Physico-chemical characteristics in rabbit meat muscles (MLD) 24 h post mortem were determined by

standard method according to the norm STN 57 0185. The samples of MLD were homogenized and
analyzed for individual nutrients.
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The pH at 24 hours post mortem was measured by portable pH-meter mod. Radelkis OP-109 with a
combined electrode penetrating 3 mm into the MLD. Protein and fat content were estimated using an
INTRATEC 1265 spectroscope and expressed in g.100g™ from these values, the gross energy value of
meat samples was calculated:

Energy value (kJ.100g™") = (16.75 * total protein content + 37.68 * total fat content).

Table 1: Composition of experimental diets for rabbits

Ingredients in % EG1 | EG2 | EG3 [Chemical analysis in g.kg™* EG1 EG2 EG3
Lucerne meal 41 | 15.2 | 14.5 |Dry matter 885.3 | 904.8 | 895.3
Barley 0 4.5 | 4.3 |[Crude protein 164.1 | 1714 | 178.4
Wheat bran 32 15 14 |Crude fibre 171.7 | 173.6 146
Dried sugar beet pulp 0 10 9.5 |Crude fat 33 41.4 43.5
Apple pomace 0 10 9.5 |Ash 69.6 70.4 63.9
Oats 12 8 7.5 |NFE 4469 | 448 | 463.5
Dried malt sprouts 0 6 5.7 [Organic matter 815.7 | 834.4 | 831.4
Olive press cakes 0 3 3 |ADF 217 210.3 | 189.7
Sunflower meal 7 18 17 |NDF 370 365.1 | 317.8
DDGS from maize* 0 5 10 [Lys 6.8 9.1 9.3
Heat treated soya 5 0 0 [Met+Cys 4.4 5.8 5.9
Rape oil 0.8 1.7 1.7 |Calcium 9.3 6.7 8.2
Carob meal 0 0.6 0.3 |Phosphorus 6.9 4.1 4.1
Premix** 2.2 3 3 [ME (Ml.kg?) 10.4 10.8 11.1

*Dried distillers grains with solubles from maize

**Premix contains per kg: vit. A 12000 IU; vit. D, 2500 IU; vit. E 20 mg; vit. B; 1.5 mg; vit. B, 7.5 mg; vit. Bg

4.5 mg; vit. By, 30 ug; vit. K 3 mg; nicotic acid 45 mg; folic acid 0.8 mg; biotin 0.08 mg; choline chloride 450 mg;
Premix minerals (per kg diet) ca 9.25 g; P 6.2 g; Na 1.6 g; Mg 1.0 g; K 10.8 g; Fe 327.5 mg; Mn 80 mg; Zn

0.7 mg

The fatty acid composition of individual feeds and meat muscles MLD fat of the rabbits were deter-
mined (Metzger et al., 2006) using gas chromatograph with a flame ionization detector (FID) through
the retention times of the fatty acid methyl esters (FAME) content in a standard mixture for each fatty
acid. At the end of trial three animals per each group (n=3) were slaughtered in the morning. The
caecal content was collected and samples were analyzed for pH and VFA (molar production of acetate,
propionate, butyrate, valerate, capronate), ammonia-N concentrations and content of lactic acid).
Data were subjected to two-way ANOVA. The significance of differences was evaluated by the t-test.

Results and discussion

The study was carried out in the Animal Production Research Centre, Nitra, in the Institute of Nutrition
and in the Institute of Small Farm Animals. Rabbits were fed ad /ibitum and they had free access to
drinking water from nipple drinkers during the experiment. Rabbits had ad /ibitum access to complete
granulated diets, pellets of 3.5 mm diameter (part of cereals was replaced by by-product) and water
during the test period.

The growth performance and health status (morbidity, mortality) was compared in all groups of ani-
mals. The best results were registered in group with 10% level DDGS from maize in diet (Table 2).
The inclusion of different by-product into feed mixture for rabbit fattening did not negatively influence
biochemical parameters and the quality of rabbit meat regardless of season and had influence on the
fatty acid composition in MLD (Table 3); it indicates that DDGS from maize, dried sugar beet pulp,
wheat bran, dried apple pomace and dried malt sprouts are suitable for utilization in rabbit husbandry
during the whole year. All studied values in content of organic and mineral substances kept within the
physiological range for the given animal species. The animals manifested no pathological findings.
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Table 2: Effect of treatment on performance of rabbits

Parameter EG1 EG2 EG3
Number of animals in groups 24 24 24
Initial weight in g 894 845 970
Live weight on 56th day of age in g 1670 1734 1815
Final weight in g 2538 2504 2612%°
Feed conversion ratio per kg gain 3.43 3.59 3.46
Mortality (n) 1 1 2
Daily gainin g 39.14 39.51 40.24
Carcass value 59.46 59.44 59.39

p<0.05 Significantly different

Table 3: Physico-chemical characteristic of rabbit meat (MLD) 24 h post mortem

Parameter (g.100g}) EG1 EG2 EG3
Content of water 76.0 75.1 75.94
Total proteins 21.7 22.51 22.04
Proportional essential AA % 52.01 52.5 52.36
Proportional non essential AA % 47.99 47.5 47.64
Content of fat 1.4 1.18 1.22
Energetic value (kJ.100g™) 417.6 409.95 411.79
pH.4 5.68 5.59 5.64
Water holding capacity 32.01 34.15 29.94
Fatty acids composition (% of total fatty acids)
SAFA 39.1 41.78 38.73
MUFA 40.84¢ 39.12° 33.13
PUFA 20.06 19.10 28.14"°
w6 16.78 14.95 24.28"
w3 3.28 4.14" 3.86
w6:w3 5.1165 3.602 6.290°

®p<(.05 Significantly different; “5°P<0.01 Significantly different

SAFA: saturated fatty acids, include Cgq, Ci0:0, Ci2:0, C14:0, Ci6:0, Cis:0, Ca0:0, Ca2:0, Caar0
MUFA: monounsaturated fatty acids, include Cig:1 n-7, Cig:1 n-oc, C22:1

PUFA: ponunsaturated fatty aCidS, include C13;2 n-6, C18;3 n-3, C20;4 n-6

Table 4: Qualitative parameters in caecum

Parameter (n=3) EG1 EG2 EG3
pH 6.12 5.76 5.76
N-NH; (mmol.17) 10.36 10.13 10.79
Lactic acid (g.100g™%) 0.056 0.036 0.036
VFA in caecum (mmol.100g™)
Acetic acid 5.196 4.075 4.42
Propionic acid 0.331 0.257 0.274
Butyric acid 1.58° 1.0278 1.558°
Other VFA 0.163 0.134 0.199

The data on volatile fatty acids (VFA) show, that the most intensive process was in the caecum of
rabbits in experimental group 1 (Table 4). The content of ammonia-N affects the pH value of chyme in
the caecum. The lowest pH was in the caecum of rabbits with the supplement of DDGS in mixtures.
The higher concentration of acetic acid, propionic acid, butyric acid and lactic acid was in the caecum
of rabbits fed with diet EG 1 in comparison to EG2 and EG3. The resulting digestibility coefficients for
protein fell within the narrow range of 69.92 to 80.69 % which was similar to the data of Ondruska et
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al., 2011. Fibre digestibility (23.5 - 33.1 %) and fat (77.7 - 90.8 %) and were also similar to Bielanski
and Niedzwiadek (1993). Feed mixtures differed regarding digestible energy (DE) contents i.e. crude
protein, crude fibre and fat.

Table 5: Coefficient of nutrients digestibility in %

Parameter (n=5) EG1 EG2 EG3

Crude proteins 72.1 69.8 75.6 2°
Crude fibre 23.5 30.7° 33.1%
Crude fat 77.7 80.0 90.8%8
Organic matter 58.8 63.4 70.7°°

Differences between values in line marked by different letters (a,b) are significant on level P<0.05; (AB) are sig-
nificant on level P<0.01

Conclusion
Based on our results we conclude:

-with increasing nutrient content and energy in feed mixture reduces the time for fattening as well as
consumption of feed per unit of live weight gain

-higher content of crude fibre in mixture affects the depression index of organic matter, crude protein
and fat digestibility

-higher share of amino acids in mixture has positive effect on feed intake and growth rate

-DDGS from maize are a good resource of protein and energy for rabbits. Feeding 5 % and 10 %
proportion of DDGS from maize in feed mixture for rabbit fattening does not represent threat to health
neither in animals nor in man after consumption of dietary and easily digestible meat produced in
such way.
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Einleitung

Kohlenhydrate einschlieBlich Starke bilden den Hauptbestandteil in der Ernahrung des Menschen und
der monogastrischen Nutztiere. Auch in der Fiitterung von Hochleistungswiederkauern werden ver-
héltnismaBig hohe Mengen an starkehaltigen Getreiden und Leguminosen eingesetzt, um ihren hohen
Bedarf an Energie leistungsgerecht zu decken. Allgemein wird Starke in schnell verdauliche, langsam
verdauliche und resistente Starke (RS) eingeteilt. Die RS kann der Wirkung pankreatischer Amylasen
standhalten und wird wiederum in vier verschiedene Typen (RS1-4) unterteilt (TOPPING und CLIF-
TON, 2001). Beim Menschen fiihrt eine ibermaBige Aufnahme an leicht verdaulichen Kohlenhydraten
zu sogenannten Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2 und Fettleibigkeit (ENGLYST und
ENGLYST, 2005). Die Aufnahme von komplexen Kohlenhydraten in Form von RS kann diesen ernah-
rungsbedingten Stoffwechselerkrankungen vorbeugen (TOPPING und CLIFTON, 2001). Daher gewinnt
die Entwicklung gesundheitsférdernder funktioneller Nahrungskomponenten mit Ballaststoffcharakter
in der Ernahrung des Menschen immer mehr an Bedeutung (CROGHAN, 2003). Neueren Forschungs-
ergebnissen zur Folge kann RS den glykamischen Index senken, indem sie die Glukosefreisetzung im
Dinndarm verringert. Dies flihrt im Vergleich zum Verzehr verdaulicher Starke zu einem geringeren
Anstieg des postprandialen Blutglukose- und Insulinspiegels (MORRELL und MYERS 2005).

Die Fiitterung von RS mit prebiotischer Wirkung hat auch in der Fiitterung der monogastrischen Nutz-
tiere wie z.B. beim Schwein an Bedeutung gewonnen (REGMI et al. 2011). Zwar wurde durch die Fit-
terung resistenter Starke die Energieeffizienz der Tiere verschlechtert, andererseits aber aufgrund
ihrer prebiotischen Wirkung auf die Darmmikrobiota und das Darmmilieu die Dickdarmgesundheit
verbessert (REGMI et al. 2011). Auch in der Fiitterung des Wiederkauers fihrt eine Verlangsamung
des Abbaus von Starke im Pansen zu einer Stabilisierung des pH-Wertes und verhindert dadurch ein
Ansauern des Pansens (SILVEIRA et al. 2007). AuBerdem erreichen hohe Mengen an RS unabgebaut
das Duodenum und kdnnen dort bis zur Glucose abgebaut und resorbiert werden, was wiederum die
netto Glucoseversorgung des Hochleistungswiederkduers und die energetische Effizienz der Futterung
verbessert (MATTHE et al. 2000, 2001).

Die Fitterung hoher Mengen an schnell verdaulicher Starke, wie z.B. Gerste, fiihrt bei Wiederkduern
oft zu Verdauungs- und Stoffwechselstérungen (STONE 2004, ZEBELI et al. 2008). Unter den Getrei-
den wird Gerste vermehrt in der Fitterung der Nutztiere eingesetzt. Im Vergleich zu anderen Getrei-
dearten enthdlt Gerste hohe Mengen an Amylopektin-Starke, die schnell abgebaut (CAMPLING 1991,
LJJKEL et al. 2003) und als nichtresistente Starke (NRS) bezeichnet werden kann. Tatsachlich werden
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im Pansen zwischen 55 und 70 % der Maisstarke, aber 80 bis 90 % der Gerstenstdrke abgebaut
(OFFNER et al. 2003). Aus diesem Grund werden Gerste und dhnliche Futtergetreide Ublicherweise
mechanisch oder thermisch bearbeitet (DEHGHAN-BANADAKY et al. 2007). Auch Milchsdure wurde
zuletzt eingesetzt um Gerste chemisch zu behandeln. Dabei zeigte sich, dass der Anteil resistenter
Starke durch diese Behandlung deutlich erhéht wurde. Sowohl die Gesamtkonzentration der fllichtigen
Fettsduren als auch die Inzidenz der subakuten Pansenazidose bei Kiihen in der spaten Laktationspha-
se wurde mittels dieser innovativen Getreideverarbeitungstechnologie verringert (IQBAL et al. 2009).
Ziel dieser Studie war es, den Gehalt an RS und damit ihr Potenzial als gesunde Energiequelle von
mehreren in Osterreich angebauten Gerstensorten zu untersuchen. AuBerdem wurde getestet, ob eine
chemische Behandlung mit Milchsaure die Abbaubarkeit der Stdrke dieser Sorten weiter modulieren
kann. Im vorliegenden Manuskript werden die vorlaufigen Ergebnisse dieser Forschung prasentiert,
welche dann im Zuge eines Posterbeitrages auf der Tagung vorgestellt werden sollen.

Material und Methoden

Es wurden 7 Gerstensorten (Agrippina, Signora (2-zeilige-Sommer-, Braugerste), Vienna, (2-zeilige-
Sommer-, Futtergerste), Eufora, Eureka, Marielle (2-zeilige-Winter-, Futtergerste), Christelle (6-zeilige
Winter-, Futtergerste), sowie drei Gerstenzuchtlinien, IPZ803, IPZ824 (2-reihige, Wintergerste), und
BB2R (schwarze 2-reihige Sommergerste) untersucht. Zur Behandlung der Gerste mit Milchsdure wur-
den 50 g der Gerstensorte Eufora flir 24 oder 48 Stunden in der gleichen Menge 0.5, 1, oder 5%
Milchsdurelésung bei Raumtemperatur (RT) oder bei 55 °C inkubiert. Die erhitzten Proben wurden im
Folgenden entweder bei Raumtemperatur (HRT) oder bei Kiihlschranktemperatur (HKT) abgekihit.
AnschlieBend wurden sie auf den Gehalt an resistenter und abbaubarer Starke analysiert.

Drei zufallig genommene Proben jeder Gerstensorte und jeder behandelten Gerste wurden gemahlen
(0.5-mm-Sieb) und die RS sowie die Gesamtstdarke mittels des Resistant Starch Kit K-RSTAR (Mega-
zyme, Wicklow, Irland) analysiert. Mit diesem Kit werden die Gersteproben zuerst in einem Schiittel-
wasserbad mit pankreatischer a-Amylase und Amyloglucosidase (AMG) fir 16 Stunden bei 37°C
inkubiert, dabei wird die NRS aufgeschlossen und durch die kombinierte Wirkung der beiden Enzyme
zu D-Glucose hydrolysiert. Diese Reaktion wird durch die Zugabe von Ethanol abgebrochen und die RS
wird als Pellet nach erfolgter Zentrifugation (10 Minuten bei 1500g) gewonnen. Dann wird das Pellet
in zwei Durchgéngen mit 50% v/v Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird
dekantiert und in einem Behadlter fiir die Analyse der NRS aufbewahrt. Die RS, die sich im Pellet befin-
det, wird in einem Eiswasserbad unter Zugabe einer 2 molaren KOH und unter kraftigem Rihren eines
Magnetriihrers gelost. Diese Lésung wird im Anschluss mit Acetatpuffer neutralisiert und die Starke
quantitativ mit AMG zu Glucose hydrolysiert. D-Glucose wird mittels des GOPOD Reagens (enthalt
Glucose-Oxidase/Peroxidase) gemessen und wird auch fiir die Bestimmung des Gehaltes an RS in der
Probe herangezogen. Die Bestimmung des Gehaltes an NRS erfolgt ebenfalls mit der Messung des D-
Glucose-Gehaltes mittels GOPOD, nachdem der Uberstand der Proben gepoolt und auf ein Volumen
von 100mL angeglichen wurde.

Weiters wurde der Gehalt an Rohprotein, Rohfett und NDF (Weender und van Soest-Methode) und
der Energiegehalt (Kalorimetrie) der Gersteproben ermittelt.

Ergebnisse und Diskussion

Der hochste RS-Gehalt wurde fiir die zwei IPZ-Linien und die Sorte Vienna beobachtet, hier war RS im
Vergleich zu den anderen Genotypen 2- bis 3-fach erhéht. Die chemische Zusammensetzung der Gers-
tesorten (insb. Rohprotein und NDF) war ebenfalls unterschiedlich.
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Einfluss der Gerstensorte auf den Anteil resistenter Starke
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Abbildung 1: Darstellung der Anteile an RS und NRS verschiedener Gerstensorten
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Abbildung 2: RS und NRS der Gerstensorte Eufora nach Milchsdurebehandlungen fiir 24 bzw.
48 Stunden bei Raumtemperatur (RT), sowie die Behandlung mit Milchsdure und Hitze (55°C) fiir
48 Stunden und Abkiihlung bei Raumtemperatur (HRT) bzw. Kiihlschranktemperatur (HKT)

Die Behandlung mit Milchsdure beeinflusste den Gehalt an RS erheblich. Im Vergleich zur Kontrolle
(unbehandelte Gerste) erhdhte sich der Gehalt an RS durch die Behandlung mit 5%iger Milchsdure fiir
48h bei RT um das 5-fache und kann aus diesem Grund als die vielversprechendste Methode angese-
hen werden, jedoch erbrachte auch die Verwendung von nur 0,5%iger Milchsaure bereits Erfolge. In
der vorliegenden Studie konnte Gerste auch ohne die energieaufwendige Verwendung von Hitze effi-
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zient bearbeitet werden. Durch die gute Vertraglichkeit der Milchsaure fiir Tier, Mensch und Umwelt,
sowie durch die energiesparenden und einfachen Anwendungsmdglichkeiten ergibt sich ein groBes
Zukunftspotential dieser Behandlungen fiir die Praxis. Der weiteren Optimierung des Verfahrens sowie
der Frage nach den zugrundeliegenden Wirkmechanismen muss noch einiges an Forschungsarbeit
gewidmet werden.

Schlussfolgerungen

Hinsichtlich des RS-Gehaltes und des Futterwertes zeigen die Ergebnisse dieser Studie deutlich, dass
Gerste nicht gleich Gerste ist. Es wurden signifikante Unterschiede in der chemischen Zusammenset-
zung der verschiedenen Sorten beobachtet, die Konsequenzen hinsichtlich ihres Nahrwertes und Aus-
wirkungen auf die Tiergesundheit mit sich bringen kdnnten. Die Behandlung der Gerste mit Milchsdure
zeigt vielversprechende Ergebnisse, die aber erst durch /n vivo-Studien bestatigt werden miissen be-
vor endgiiltige Aussagen gemacht werden kénnen.

Danksagung

Das Projekt wurde von der H. Wilhelm Schaumann Stiftung (Hamburg, Deutschland) sowie von ,Sparkling Science", einem
Forschungsprogramm des sterreichischen Bundesministeriums fiir Wissenschaft und Forschung untersttitzt.

Literatur
CAMPLING, R.C., 1991. Processing cereal grains for cattle: a review. Livest. Prod. Sci. 28, 223-234.
CROGHAN, M. (2003): Resistente Starke als funktioneller Bestandteil von Lebensmitteln. Erndhrungs-Umschau 50:65-67.

DEHGHAN-BANADAKY, M., CORBETT, R., OBA, M., 2007. Effects of barley grain processing on productivity of cattle. Anim. Feed
Sci. Technol. 137, 1-24.

ENGLYST, K.N.; ENGLYST, H.N. (2005): Carbohydrate bioavailability. Br J Nutr 94:1-11.

IQBAL, S., ZEBELI, Q., MAZZOLARI, A., BERTONI, G., DUNN, S.M., YANG, W.Z., AMETAJ, B.N., 2009. Feeding barley grain
steeped in lactic acid modulates rumen fermentation patterns and increases milk fat content in dairy cows. J. Dairy Sci. 92,
6023-6032.

LJ@KEL, K., HARSTAD, O.M., PRESTL@KKEN, E., SKREDE, A., 2003. In situ digestibility of starch in barley grain (Hordeum
vulgare) and peas (Pisum sativum L.) in dairy cows: influence of heat treatment and glucose addition. Anim. Feed Sci. Technol.
105, 105-116.

MATTHE, A., LEBZIEN, P., FLACHOWSKY, G., 2000. On the relevance of bypass-starch for glucose supply of high-producing
dairy cows. Ubers. Tierernahrg. 28, 1-64.

MATTHE, A., LEBZIEN, P., HRIC, I., FLACHOWSKY, G., SOMMER, A., 2001. Effect of starch application into proximal duodenum
of ruminants on starch digestibility in the small and total intestine. Arch. Anim. Nutr. 55, 351-369.

MORRELL, M.K.; MYERS, A.M. (2005): Towards the rational design of cereal starches. Curr Opin Plant Biol 8:204-210.

OFFNER, A., BACH, A., SAUVANT, D., 2003. Quantitative review of in situ starch degradation in the rumen. Anim. Feed Sci.
Technol. 106, 81-93.

REGMI, P.R.; METZLER-ZEBELI, B.U.; GANZLE, M.G.; VAN KEMPEN, T.A.; ZIJLSTRA, R.T. (2011): Starch with high amylose
content and low /in vitro digestibility increases intestinal nutrient flow and microbial fermentation and selectively promotes
bifidobacteria in pigs. J Nutr 141:1273-1280.

SILVEIRA, C., OBA, M., YANG, W.Z., BEAUCHEMIN, K.A., 2007a. Selection of barley grain affects ruminal fermentation, starch
digestibility, and productivity of lactating dairy cows. J. Dairy Sci. 90, 2860-2869.

STONE, W.C., 2004. Nutritional approaches to minimize subacute ruminal acidosis and laminitis in dairy cattle. J. Dairy Sci. 87
(E. Suppl.), E12-E26.

TOPPING, D.L.; CLIFTON, P.M. (2001): Short-chain fatty acids and human colonic function: roles of resistant starch and
nonstarch polysaccharides. Physiol Rev 81:1031-1064.

Seite 102 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013



Deckardt et al.: Gehalt an resistenter Starke von 6sterreichischen Gerstensorten und seine Beeinflussung durch
eine Behandlung mit Milchsaure

ZEBELI, Q., DIJKSTRA, J., TAFAJ, M., STEINGASS, H., AMETAJ, B.N., DROCHNER, W., 2008. Modeling the adequacy of dietary
fiber in dairy cows based on the responses of ruminal pH and milk fat production to composition of the diet. J. Dairy Sci. 91,
2046-2066.

Autorenanschrift

Univ.-Prof. Dr.sc.agr. Qendrim Zebeli

Institut fir Tiererndhrung und Funktionelle Pflanzenstoffe
Veterindrmedizinische Universitat Wien

Veterindrplatz 1; 1210 Wien

T +43-1-25077-3200; F +43-1-25077-3290

E-Mail: gendrim.zebeli@vetmeduni.ac.at

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 103



Schaffler et al.: Neubewertung von Nebenprodukten der Mehimiillerei

Neubewertung von Nebenprodukten der Mehlmiillerei

Martin Schaffler, Karl Rutzmoser, Hermann Lindermayer und
Wolfgang PreiB3inger

Institut flr Tiererndhrung und Futterwirtschaft Grub, Bayerische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft, DE

Einleitung

In Bayern werden jahrlich nahezu 1,3 Mio. t Brotgetreide vermahlen. Davon sind rund 1,1 Mio t Wei-
zen und fast 200.000 t Roggen. Bei einer mittleren Mehlausbeute von 80 % fallen bei der Vermahlung
rund 250.000 t Mihlennachprodukte an. Diese sind fiir den menschlichen Verzehr kaum geeignet und
werden seit alters her mit Erfolg in der Nutztierfiitterung verwertet. Bei Schweinen kommen dabei
hauptsachlich Kleien als Rohfasertrager zum Einsatz.

Untersuchungen zum Futterwert von Miihlennachprodukten liegen bereits einige Jahre zurlick. Da die
Qualitat dieser Fltterungskomponenten unter anderem vom Mahlprozess aber auch von den Ver-
zehrsgewohnheiten (Trend zu Vollkornbroten) abhangig ist, wurden neuere Untersuchungen mehr als
Uberfallig.

Material und Methoden

In die Untersuchung wurden bayernweit ca. 100 Feldproben von Mihlennachprodukten einbezogen.
Dabei handelte es sich um Nachmehle, Futtermehle, GrieBkleien und Kleien aus Weizen und Roggen.
Die Abgrenzung und Einteilung der Miillereinebenerzeugnisse erfolgte nach folgendem Differenzie-
rungsverfahren anhand des Stdarke- und Rohfasergehaltes sowie den Vorgaben der Positivliste fir
Einzelfuttermittel und des Futtermittelrechts (Tabelle 1).

Tabelle 1: Abgrenzung und Einteilung der Miillereinebenerzeugnisse

Weizen-, Roggennachmehl Starke mindestens 44 %
Weizenfuttermehl Starke mindestens 34 %
Roggenfuttermehl Starke mindestens 32 %
Weizen-, Roggengrieskleie Starke mindestens 17 %
Roggengrieskleie Rohfaser maximal 7 %

Die Futteranalysen (Weender, Starke/Zucker, Aminosauren, Mineralstoffe) wurden im Futtermittellabor
Grub der Bayer. Landesanstalt fiir Landwirtschaft durchgefiihrt. Die Schatzung der diinndarmverdauli-
chen Aminosauren erfolgte wie von Rutzmoser et al. (2009) beschrieben.

Die Verdaulichkeiten der Rohnahrstoffe wurden mit 2 x 2 mannlichen kastrierten Tieren im cross-over-
Design an Mastschweinen im Differenzversuch in der Stoffwechselanlage Grub des Institutes fiir Tier-
ernahrung und Futterwirtschaft ermittelt. Die Versuche gliederten sich in 7 Tage Vorperiode und
7 Tage Sammelperiode. Die Versuchsdauer betrug 2 x 14 Tage.

Im Rahmen des Qualitatssicherungssystem ,,QS"™ wurden die Kleien von jeder Miihle nach festgelegten
Prifplanen auf unerwiinschte Stoffe untersucht.
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Ergebnisse und Diskussion

Beim Mahlvorgang des Kornes werden die Inhaltsstoffe in Mehl und Nachprodukte gezielt aufgetrennt.
In Tabelle 2 ist die Aufteilung von 1000 kg Mahlweizen zu Mehl Type 550 und Mahlroggen zu Type
1150 sowie zu verschiedenen Nachprodukten beschrieben.

Bei der Vermahlung wird vor allem Starke angereichert, wahrend Rohfaser und Rohasche im Mehl
gegeniiber dem Mahlgetreide verringert sind (siehe Tabelle 3). Im Weizenmehl ist etwas weniger
Rohprotein als im Getreide enthalten. Beim proteinarmeren Roggen verandert sich der Rohproteinge-
halt nur geringfiigig. In den bei der Vermahlung vom Korn abgetrennten, schalenreichen Nachproduk-
ten finden sich verstarkt Rohasche und Rohfaser.

Fir die Fitterung von Schweinen sind die in den Tabellen 4 und 5 angefiihrten Rohnahrstoffe sowie
die Aminosaure- und Mineralstoffgehalte bedeutsam. In den umfangreichen Untersuchungen wurden
die bekannten Werte der DLG-Tabellen (DLG, 1991) weitgehend bestatigt. Die Zuordnung der Nach-
produkte erfolgt nach ihrem Starkegehalt wie in der Positivliste beschrieben. Der Energiegehalt in MJ
ME ist fiir die Schweinefiitterung angefiihrt. Da Starke hochverdaulich ist, sinkt mit dem Starkegehalt
auch der Energiegehalt vom Nachmehl bis zur Kleie. Die Gehaltswerte von Nachprodukten kénnen in
weiten Bereichen schwanken und hangen vor allem von der angestrebten Mehlausbeute, der ermah-
lenen Hauptmehltype (z.B. Type 405 oder Type 550) und dem Rohprotein im Getreide ab.

Aus Tabelle 6 geht hervor, dass in den Analysen eines ganzen Jahres keine tberhéhten Werte an un-
erwiinschten Stoffen aufgetreten sind. Mit dem Mehl werden Nahrungsmittel gewonnen, die hohe
hygienische Anforderungen an die Ausgangsware Brotgetreide stellen. Deshalb sind einwandfreie Ne-
benerzeugnisse die Regel, selbst wenn an der Schale anhaftende Stoffe vermehrt in die Kleie ge-
langen.

Tabelle 2: Auftrennen von Menge und Inhaltsstoffen von Mahlgetreide (kg/1000 kg Mahlgetreide)

Menge Stérke Rohfaser Rohprotein Rohasche
Mahlweizen 1000 617 20 136 14,2
Weizenmehl 800 572 4,4 104 4,3
Nachprodukte 200 45 15,6 32 9,9
Nachmehl 40 19 0,8 6,4 1,2
Grieskleie 60 13 4,8 9,6 3,0
Kleie 100 13 10 16 57
Mahlroggen 1000 563 20 105 14
Roggenmehl 880 537 13 88 9,2
Grieskleie 120 26 7 17 4,8

Tabelle 3: Gehalte an Starke und Rohndhrstoffen in Mahlgetreide und Mehl (Angaben bei 88 % T)

Mahlweizen Weizenmehl Mahliroggen Roggenmehl
Starke 615 715 560 610
Rohfaser 25 55 20 15
Rohprotein 140 130 105 100
Rohasche 15 5,4 15 10,5
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Tabelle 4: Wesentliche Inhaltsstoffe der Miihlennachprodukte aus Weizen (Angaben bei 88 % T)

Nachmehl Futtermehl GrieBkleie Kleie
Rohasche g 30 35 49 57
Rohprotein g 160 160 160 160
Rohfett g 40 40 40 38
Rohfaser g 20 40 80 100
NfE g 630 605 551 525
Starke g 480 370 215 130
ME M 14,2 12,7 10,6 8,7
Kalzium g 0,8 1,1 1,2 1,6
Phosphor g 6,5 7,1 91 11,4
verdaul. Phosphor g 4,2 4,6 59 7,4
Lysin g 6,4 6,4 6,4 6,4
Met+Cys g 5,6 5,6 5,6 5,6
dv Lysin g 5,6 4,9 4,4 3,9
dv Met+Cys g 4,7 4,4 4,3 4,1

Tabelle 5: Wesentliche Inhaltsstoffe der Miihlennachprodukte aus Roggen (Angaben bei 88 % T)

Nachmehl Futtermehl GrieBkleie Kleie

Rohasche g 28 32 40 53
Rohprotein g 136 152 140 143
Rohfett g 28 31 33 32
Rohfaser g 22 33 58 73
NfE g 666 632 609 579
Starke g 415 331 220 113
ME M 13,7 12,2 10,3 9,5
Kalzium g 0,8 1,1 1,5 1,5
Phosphor g 4,6 8,1 9,9 9,9
verdaul. Phosphor g 3,0 5,3 6,5 6,5
Lysin g 5,0 51 51 5,2
Met+Cys g 572 54 54 55
dv Lysin g 4,1 3,7 3,0 3,1
dv Met+Cys g 4,3 4,2 3,9 4,0
Tabelle 6: Kleien im Qualitdtssicherungssystem ,,QS"
Untersuchung auf Anzahl Proben Ergebnis
Salmonellen 23 n.n.
Tierische Bestandteile 13 n.n.
DON 18 0,39 mg/kg
ZEA 14 26 p/kg
Schwermetalle 11 Blei < 0,10 mg/kg

Cadmium 0,125 mg/kg

Quecksilber 0,08 mg/kg

Arsen < 0,10 mg/kg
Pflanzenschutzmittel 13 < 0,01 mg/kg
Dioxindhnliche PCB 7 0,030 ng/kg
Dioxine 7 0,09 ng/kg
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Schlussfolgerungen

Bei den Miihlennachprodukten gibt es groBe Spannbreiten vor allem im Gehalt an Starke, Rohfaser
und Energie von der Kleie bis zu den Nachmehlen mit groBen Unterschieden auch innerhalb der Fut-
tergruppen. Weiter sind Unsicherheiten der Deklaration seitens der Anbieter mdglich. Deshalb sind
unter dem Prinzip der Qualitatssicherung regelmaBige, aussagekraftige Futteruntersuchungen ange-
bracht, vor allem bei groBeren Partien oder bedeutsamen Anteilen von Miihlennebenerzeugnissen in
der Mischung, aber auch bei der jahrlich neuen Ernte nach Umstellungen im Ablauf in der Mihle.

Das Ziehen von echt reprasentativen Proben, richtig beschriftete Probenbeutel und Begleitzettel und
ein klarer Untersuchungsauftrag sind entscheidende Bedingungen fiir verwertbare Ergebnisse.

Die umfassende Kenntnis des wahren Futterwertes von Miihlennebenerzeugnissen ist Voraussetzung
fir den erfolgreichen Einsatz in der Tierflitterung und die dauerhafte Zufriedenheit aller beteiligten
Marktpartner.

Nebenerzeugnisse der Miillerei werden vorzugsweise an Schweine verfiittert. Aufgrund des hoheren
Energie- und geringen Rohfasergehaltes bieten sich Futtermehle (und Nachmehle) fiir Mastschweine
oder sdaugende Sauen an. Dagegen passen die energiearmen und rohfaserreichen GrieBkleien und
Kleien fast ideal fur die Verfiitterung an tragende Zuchtsauen.
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Fichtennadelpulver — altes Futtermittel neu entdeckt
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Einleitung

Die Fichte wurde in vergangenen Jahrhunderten zur Fitterung und Gesunderhaltung der Tiere ge-
nutzt. Hierzu wurden beim Holzeinschlag die Aste und Zweige geerntet, getrocknet und aufgemahlen.
Die so aufbereiteten Nadeln wurden anschlieBend mit Getreideresten oder Heu/Strohhdcksel vermischt
und verfiittert. Aber nicht nur die Nadeln allein, sondern auch die kompletten Fichtendste wurden
teilweise pur oder nach Aufhacken als Reisig zusammen mit dem Kraftfutter verfittert. Aus der traditi-
onellen Fiitterung sind die Fichtennadeln bekannt fiir einen positiven Einfluss auf die Verdauung und
eine Steigerung des Appetits (Vogl-Lukasser et al. 2006). Seit dem Verbot von antibiotischen Leis-
tungsférderern im Jahr 2006 ist die Futtermittelindustrie auf der Suche nach alternativen Futterzusat-
zen. Die Beobachtungen und Wege aus der traditionellen Fitterung liefern interessante Ansatze fiir
einen modernen Futterzusatz.

Fichtenzweiggriinmehl

Mit ARBOCEL® Green Performance wird das Wissen um die Wirkung der Fichtennadeln mit dem des
Rohfaserkonzentrates (RFK) — Lignocellulose verbunden.

Abbildung 1: Weizenkleie (50x VergréBerung)  Abbildung 2: RFK ARBOCEL® (50x VergréBerung)

Lignocellulose wird im Futtermittelhandel unter dem Begriff “Rohfaserkonzentrat" (RFKs) angeboten.
Es handelt sich hier um Faserquellen mit einem Rohfasergehalt von >70% i.TM. Bei der Herstellung
dieser RFKs werden einheimische Fichtenhdlzer (Picea abies) durch spezielle Miihlentechnologie feinst
auffibrilliert (siehe Abbildung 2) und es entsteht ein sehr homogenes Endprodukt. Daher kébnnen RFKs
im Vergleich zu handelsiiblichen Rohfasertréagern, wie Weizenkleie (siehe Abbildung 1), auch als funk-
tionale Fasern bezeichnet werden. Ein solches RFK stimuliert die Mikrovilli im Darm, verfiigt tiber ein
sehr hohes Wasserbindungsvermdgen und bildet im Chymus ein Fasernetzwerk aus. StandardmaBig
werden RFKs bereits in den Rationen verschiedener Heim- und Nutztiere eingesetzt. Der Vorteil von
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RFKs gegeniiber den (blichen Rohfaserquellen liegt auf der Hand. RFKs sind standardisiert, hochkon-
zentriert, hygienisiert und bedeuten kein zusatzliches Mykotoxinrisiko in der Ration.

Die verdauungsstabilisierenden Eigenschaften der Lignocellulose kombinieren sich hervorragend mit
den atherischen Olen der Fichtennadel. Atherische Ole sind sekundére Inhaltsstoffe der Pflanze, die
nicht fir den Primarstoffwechsel entscheidend sind (Wald 2003), sondern dazu dienen z.B. Insekten
zur Bestaubung anzulocken und sich gegen Krankheiten oder Schadlinge zu schiitzen. Das atherische
Ol der Fichtennadel besteht hauptsichlich aus Monoterpenen. Diese stellen mit einer Konzentration
von 1-3 mg/g Nadelfrischmasse einen wichtigen 6kologischen Bestandteil der Fichte (Schonwitz et al.
1990) dar. Atherische Ole wirken antiseptisch, entziindungshemmend und antioxidativ (Windisch et al.
2007). Des Weiteren verfiigen sie Uber starke Aromaeffekte. In der Tiererndhrung werden solche Ei-
genschaften genutzt um die Futteraufnahme zu steigern bei gleichzeitiger Stabilisierung des Verdau-
ungstraktes.

Daher sollte die Wirkung des Fichtenzweigpulvers ARBOCEL® Green Performance auf die Futterauf-
nahme und Verdaulichkeit bei Absetzferkeln untersucht werden.

Fiitterungsversuch mit Absetzferkeln

An der Martin-Luther Universitat in Halle-Wittenberg wurde ein Versuch mit Ferkeln durchgefiihrt
(Mdiller, 2011) um die Wirkung von Fichtenzweigpulver naher zu beleuchten. In einem Versuch liber
einen Zeitraum von 28 Tagen wurden 36 mannliche Absetzferkel mit einem Ferkelaufzuchtfutter gefiit-
tert, welches mit 0% (Kontrolle), 0,5% oder 1,0% ARBOCEL® Green Performance versetzt worden
war. Wahrend des Versuches wurde Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und Futterverwertung
erfasst (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Einfluss von Fichtenzweigpulver auf Leistungsparameter

Kontrolle 0,5 % ARBOCEL® 1,0 % ARBOCEL®
Green Performance  Green Performance
Futteraufnahme (g) 748,92+9,03 762,71+8,68 775,96+9,61
Gewichtszunahme (g) 530,21+9,75 543,42+15,68 539,92+13,36
Futterverwertung 1,41 1,40 1,44

Der Zusatz von Fichtenzweigpulver bewirkte leicht verbesserte Futteraufnahme und Zunahmen und
damit leicht héhere Endgewichte der Ferkel im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Unterschiede waren
jedoch nicht signifikant. Trotz einer verbesserten Futteraufnahme und besserer Gewichtsdaten, lag die
Futterverwertung in den Versuchsgruppen jedoch héher als in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede in
der Futterverwertung waren nicht signifikant.

Da es sich bei den o.g. Leistungsparameter nur um reine Wagedaten handelt, die durch z.B. Futter-
verstreu beeinflusst werden kénnen, wurde im Rahmen des Versuches bei zwei Tieren je Versuchs-
gruppe eine Verdaulichkeitsbestimmung in Woche zwei und drei durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
enthielt die Ration den inerten Marker Titandioxid. Die Bestimmung der TiO,-Konzentration in der Diat
und im Kot erlaubt dann die Kalkulation der scheinbaren Verdaulichkeit der einzelnen Rohnahrstoffe.
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Tabelle 2: Einfluss von Fichtenzweigpulver auf die Nahrstoffverdaulichkeit

Kontrolle 0,5 % ARBOCEL® 1,0% ARBOCEL®
Green Performance Green Performance
Rohprotein XP (%) 75,8 79,7° 80,9°
Rohfett XL (%) 57,5 66,7° 66,9°

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede in einer Reihe (p<0,05)

Im Gegensatz zu den Wagedaten konnten die ermittelten Werte fiir die scheinbare Verdaulichkeit der
Rohnahrstoffe deutlich besser die bestehenden Unterschiede in den Endgewichten der Tiere erklaren.
Fiir alle Rohnahrstoffe konnte durch den Zusatz von ARBOCEL® Green Performance eine signifikante
Steigerung der Verdaulichkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt werden. Tabelle 2 zeigt die Ver-
daulichkeit von Rohprotein (XP) und Rohfett (XL). Der Zusatz von 1,0% flihrte zwar zu einer numeri-
schen Steigerung der Verdaulichkeit, diese konnte jedoch nicht signifikant abgesichert werden.

Schlussfolgerung

Es konnten insgesamt positive Effekte des traditionellen Fichtenzweigpulvers ARBOCEL® Green Per-
formance auf die Zunahmen der Ferkel und insbesondere auf die Verdaulichkeit der Nahrstoffe ermit-
telt werden. Dieses traditionelle Futtermittel eignet sich somit fiir den Einsatz in der modernen
Tiererndhrung. Die positive Wirkung des Produktes sollte jedoch mit groBeren Tierzahlen und unter
Praxisbedingungen weiter untersucht werden.
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Einleitung

Durch die Zunahme der Weltbevdlkerung und dem wachsenden Wohlstand in vielen Léndern steigt
der globale Konsum von Lebensmitteln, insbesondere von tierischen Produkten. Um diesen Bedarf
decken zu kdnnen, ist man weltweit auf der Suche nach alternativen Futtermitteln und innovativen
Lebensmitteln. Eine grundsatzliche Mdglichkeit der Gewinnung neuer Futtermittel ware die Ausweitung
des Futtermittelanbaus von der terrestrischen Landwirtschaft in die Aquakultur. Tatsachlich hat der
Anbau pflanzlicher bzw. pflanzenahnlicher Biomassen in der marinen Aquakultur ldngst Einzug erhal-
ten. So lag die weltweite Produktion von aquatischen Pflanzen im Jahr 2010 bei etwa 19 Millionen
Tonnen. Davon stellen Makroalgen (Seetang) den Uiberwiegenden Teil dar, allem voran die Rotalgen
mit knapp 9 Millionen Tonnen [1]. Die Makroalgen finden vor allem in der asiatischen Kiiche sowie in
der Biotechnologie und Kosmetikindustrie Verwendung. Makroalgen bestehen jedoch liberwiegend aus
Nicht-Starke-Polysacchariden, deren Struktur sich von terrestrischen Pflanzen zum Teil stark unter-
scheidet. Dies schrankt ihre potenzielle Verwertung als Futtermittel fiir konventionelle terrestrische
Nutztiere sowie fir Fische in der hocheffizienten Aquakultur (z.B. Lachs- und Forellenproduktion) er-
heblich ein. Demgegeniiber findet man in der freien Natur auf Makroalgen sehr haufig Mollusken (z.B.
Schnecken, Muscheln), die diese Biomasse offenbar effizient nutzen kénnen. Einige dieser Schnecken
sind sogar hochbezahlte Delikatessen in der asiatischen Kiiche mit sehr schmackhaftem Fleisch (z.B.
Haliotis, auch Seeohren, Meerohren oder Abalone genannt). Demzufolge bieten Mollusken das grund-
satzliche Potenzial fiir eine neue Klasse an Nutztieren, lber welche man die in der konventionellen
terrestrischen und aquatischen Tierproduktion kaum verwertbare Biomasse der Makroalgen in essbare
Lebensmittel bzw. hochwertige Futtermittel transformieren kénnte. Uber das Verdauungspotenzial von
Mollusken existieren jedoch so gut wie keine quantitativen Daten. Aus diesem Grunde sollte in der
vorliegenden Pilotstudie am Modell der Posthornschnecke (Planorbarius corneus) die Nahrstoffverdau-
lichkeit ausgewahlter Futtermittel in einem Fitterungsversuch erstmals experimentell quantifiziert
werden.

Material und Methoden

Die Fltterungsversuche wurden an Planorbarius corneus durchgefiihrt. Hierzu wurden insgesamt 105
Schnecken aus einem Zoogeschaft bezogen. Diese hatten einen mittleren Gehdusedurchmesser von
31,6 £ 3,0 mm und waren damit bereits relativ alt.

Die Tiere wurden gleichmaBig auf 4 separate Aquarien mit jeweils 12 Liter Leitungswasser verteilt. Die
Wassertemperatur im Versuchsverlauf wurde auf 19,9 + 0,6 °C eingestellt, was fiir 2. corneus optimal
ist. Das Wasser in den Aquarien wurde ununterbrochen beliiftet und 33 % des Wasservolumens tag-
lich erneuert.
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In der vorliegenden Untersuchung wurden drei Typen an Futtermitteln eingesetzt, ein handelsiibli-
ches, pelletiertes Forellenfuttermittel (,,F-Vitalis®, Skretting, Stavanger, Norwegen), getrocknete Rotal-
genblatter sowie Blatter von Kopfsalat. Das Fischfutter bestand laut Angaben des Herstellers aus
Fischmehl, Weizenkleber, Weizen, Fischdl, Sojaextraktionsschrot aus geschélter Saat (dampferhitzt)
und Ackerbohnen. Die getrockneten Rotalgenbldtter wurden aus einem Asiashop gekauft und entspra-
chen den typischen Suppenbeilagen der ferndstlichen Kiche. Der Kopfsalat wurde auf dem Wochen-
markt jeweils frisch gekauft und fiir 3 bzw. 4 Tage im Kiihlschrank zwischengelagert.

Die analysierten Rohnahrstoffgehalte in der Trockenmasse der drei Typen von Futtermitteln sind in
Tabelle 1 dargestellt. Das Fischfutter zeigte die typischen Werte fiir ein eiweiBreiches, energiebetontes
(fettreiches) Futter fiir Forellen. Rotalgen waren ebenfalls relativ reich an Rohprotein und enthielten
erhebliche Mengen an Hemicellulose, wahrend Salatblatter relativ viel Rohfaser bzw. Cellulose aufwie-
sen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Futtermittel in der Trockenmasse (TM)

Fischfutter- Rotalgen- Salat-
Anteil an der TM pellets blatter Blatter
T™ (%) 93,4 91,8 4,9
XP (%) 45,8 35,6 14,8
TL (%) 16,3 2,8 3,3
NfE (%) 24,1 46,9 54,9
XF (%) 4,8 58 15,8
XA (%) 9,0 8,9 11,3
Hemicellulose (%) 20,5 22,5 3,5
Cellulose (%) 4,5 2,3 12,4
Lignin (%) 0,0 0,0 0,0
Bruttoenergie (kJ/g) 214 18,3 16,6

Unmittelbar nach Belegung der Aquarien wurden die Tiere einer 7-tagigen Eingewdhnungsprozedur
unterzogen. Tag 1 bestand aus Nahrungskarenz, an Tag 2 bis 5 wurde pro Aquarium taglich 1 g Fisch-
futter vorgelegt und eventuelle Reste am darauffolgenden Tag entfernt. Am Tag 6 und 7 wurden die
Tiere erneut auf Futterentzug gehalten.

Unmittelbar nach der Eingewéhnung begann der 31-tdgie Flitterungsversuch. Die Tiere wurden indivi-
duell markiert, gewogen und mit maglichst gleicher Gewichtsverteilung vier Gruppen zugeordnet. Drei
dieser Gruppen wurden in die Aquarien verbracht und fiir die folgenden 31 Tage mit den drei vorbe-
reiteten Futtermitteln gefiittert (,Fischfutterpellets®, ,Rotalgenblatter®, ,Salatblatter"). Die vierte
Schneckengruppe diente als ,Nullgruppe® zur Messung der Verdanderungen des Nahrstoffansatzes im
Ganzkoérper der anderen drei Tiergruppen. Hierzu wurden die Tiere der Nullgruppe getotet, die Weich-
teile vom Schneckenhaus getrennt und fiir spatere Analysen bei -20 °C tiefgefroren gelagert. Die
Kennzahlen der vier Tiergruppen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Kenndaten der Tiergruppen zu Versuchsbeginn

Null- Fischfutter- Salat-
gruppe pellets Rotalgen-blatter blatter
Anzahl Tiere 26 27 26 26
Mittlere Lebendmasse der Tiere (g) 4,41+1,05 4,47+1,19 4,43+1,05 4,36+1,02
Summe der Lebendmassen im Aquarium (g) 114 121 115 114

Seite 112 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013




Fischbacher et al.: Aquatische Biomasse als Futter fiir Mollusken in der Aquakultur: Pilotstudie zur Messung von
Nahrstoffverdaulichkeiten am Tiermodell der Posthornschnecke (Planorbarius corneus)

Die Fiitterung der Tiere in den Aquarien erfolgte taglich. Zunachst wurden die zurlickgebliebenen Fut-
terreste und der angefallene Kot des Vortages aus den Aquarien gesammelt, gewogen und dann das
frische Futter zugegeben. Die Futterreste und der Kot der ersten zwei Tage wurden verworfen. Ab
dem dritten Tag wurde dieses Material, getrennt nach Aquarium, fortlaufend gesammelt und tiefgefro-
ren bei -20 °C zwischengelagert. Am Ende des Fitterungsversuchs (Tag 31) wurden die kumulierten
Proben getrocknet (Futterreste: Trockenschrank, 65 °C; Kot: Gefriertrocknung).

Nach dem Fiitterungsversuch durchliefen die verbliebenen Tiere erneut eine Nahrungskarenz von zwei
Tagen. AnschlieBend wurden sie wie die Nullgruppe getétet und die Weichteile vom Gehduse ge-
trennt. Die Weichteile aller Tiergruppen inklusive der Nullgruppe wurden auf die Gehalte an Trocken-
masse, Rohprotein und Gesamtfett nach VDLUFA-Methoden analysiert. In den gesammelten
Kotproben wurden nach Bestimmung der Trockenmasse durch Gefriertrocknung die Gehalte an Rohfa-
ser bestimmt.

Uber die gesamte Versuchsdauer (33 Tage) wurde pro Aquarium die taglich abgegebene Anzahl an
Laichgelegen erfasst.

Im Versuchsverlauf wurden tote Tiere sofort aus dem Aquarium entfernt, an ihrer Markierung identifi-
ziert und nicht mehr ersetzt. Zur Berticksichtigung der Tierausfalle wurde aus der Futtervorlage und
der Futterriickwaage fiir jeden einzelnen Versuchstag der Futterverzehr je Gramm Koérpergewicht an
lebenden Schnecken in einem Aquarium berechnet. Die Schatzung der individuellen Lebendmasse eine
Schnecke zu einem bestimmten Versuchstag erfolgte durch lineare Extrapolation ihrer Lebendmasse
zu Versuchsbeginn mit der durchschnittlichen taglichen Gewichtsveréanderung derjenigen Schnecken,
die im jeweiligen Aquarium bis zum Versuchsende Uberlebt hatten.

Die tierindividuellen Daten zur Lebendmasse der Tiere sowie die fortlaufenden Erhebungen des Fut-
terverzehrs und der Laichablage wurden einer einfachen Varianzanalyse mit dem Faktor ,Fiitterung"
unterzogen (drei Stufen: Fischfutterpellets — Rotalgenblatter — Salatbldtter). Bei Signifikanz des Fak-
tors “Fitterung" (p<0,05) wurden die Mittelwerte der drei Aquarien mit einem Student-Newman-Keuls
Test verglichen. Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede
(p<0,05).

Ergebnisse
Alle drei angebotenen Futtermittel wurden von den Schnecken als Futter erkannt und gefressen.

Im Verlauf des Fiitterungsversuchs kam es zu relativ hohen Tierausfédllen (im Gesamtmittel 40 %), die
jedoch zufallig auf die drei Behandlungen verteilt waren. Am Ende des Experiments wiesen die lberle-
benden Tiere der drei Aquarien eine individuelle Lebendmasse von durchschnittlich 4,45 + 1,17 g auf.
Damit waren sie bei allen drei Futtergruppen nahezu auf dem gleichen Niveau wie zur Beginn des
Fitterungsversuchs.

Die tagliche Futteraufnahme pro g Lebendmasse wies zwischen den Futtergruppen erhebliche Unter-
schiede auf (Tabelle 3). So verzehrte 1 Gramm lebende Schneckenmasse im Mittel Gber die gesamt
Versuchsdauer taglich 4,0 mg Trockenmasse an Fischfutterpellets, dagegen nur 1,1 mg an Rotalgen-
bldttern bzw. 0,8 mg an Salatblattern. Bei der Verdaulichkeit der Trockenmasse erzielten die Fischfut-
terpellets die niedrigsten Werte (51 %), gefolgt von Salatblattern (58 %), wahrend Rotalgen die
héchsten Werte aufwiesen (63 %) (Tabelle 3). Noch starker ausgeprégt waren die Abstufungen bei
der Verdaulichkeit der Rohfaser. Hier erzielten die Rotalgenblatter mit 57 % mit Abstand die hochsten
Werte vor Salatblatter (40 %) und Fischfutterpellets (35 %). Trotz der relativ geringen Verdaulichkeit
der Fischfutterpellets nahmen die Tiere in dieser Futtergruppe dennoch die gréBten Mengen an ver-
daulicher Trockenmasse auf (2,0 mg/g/Tag), gefolgt von Rotalgenblattern (0,7 mg/g/Tag) und Salat-
blattern (0,5 mg/g/Tag). Der Anteil an verdaulicher Rohfaser trug nur zu 3 % (Fischfutter) bis 10 %
(Salat) zur Aufnahme an verdaulicher Trockenmasse bei.
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Tabelle 3: Verzehr an Trockenmasse (mg pro Gramm lebender Schneckenmasse und Tag), Verdau-
lichkeiten (%) der Trockenmasse und der Rohfaser, sowie Verzehr an verdaulicher Trockenmasse und
verdaulicher Rohfaser (mg pro Gramm lebender Schneckenmasse und Tag) bei Verfiitterung von
Fischfutterpellets, Rotalgenblattern und Salatbldttern an Posthornschnecken

Fischfutter- Rotalgen- Salat-
pellets blatter blatter

Verzehr an Trockenmasse (mg/g LM/Tag) 4,03%+£0,88 1,10°+0,36 0,81°+0,22
Verdaulichkeit der Trockenmasse (%) 50,7 63,4 57,5
Verdaulichkeit der Rohfaser(%) 35,3 56,9 40,3
Verzehr an verdaulicher Trockenmasse

2,04°+0,45 0,70°+0,23 0,47°£0,13
(mg/g/Tag)
Verzehr an verdaulicher Rohfaser 0,07%+0,01 0,045£0,01 0,05°+0,01

(mg/g LM/Tag)

Tabelle 4 zeigt die Zusammensetzung der Weichteile der Tiere aus der Nullgruppe und den unter-
schiedlich gefiitterten Tieren am Ende des Versuchs. Aufgrund der limitierten Probenmenge wurden
die Weichteile innerhalb der einzelnen Tiergruppen gepoolt und nur die Gehalte an Trockenmasse,
Rohprotein und Gesamtfett bestimmt. Die restliche Trockenmasse entspricht den Nahrstofffraktionen
~Kohlenhydrate™ und ,Mineralstoffe®. Im Vergleich zur Nullgruppe fiihrte die Versorgung mit Fischfut-
terpellets zu einem héheren Gehalt an Trockenmasse in den Weichteilen. Innerhalb der Trockenmasse
war eine betrachtliche Zunahme der Fraktion ,Kohlenhydrate + Mineralstoffe™ zu verzeichnen, die
hauptsachlich auf Kosten der Gehalte an EiweiB ging. Der Fettgehalt hahm ausgehend von einem
ohnehin sehr niedrigen Wert (7 %) nur geringfiigig ab. Genau die gegenteilige Entwicklung nahm die
Zusammensetzung der Weichteile der mit Rotalgen und Salat gefiitterten Schnecken.

Tabelle 4: Rohndhrstoffgehalte in den Weichteilen der Posthornschnecken der Nullgruppe sowie der
Uiberlebenden Tiere nach Verfiitterung von Fischfutterpellets, Rotalgenblattern und Salatblattern

Null- Fischfutter- Rotalgen- Salat-

gruppe pellets blatter blatter
Trockenmasse (TM) (%) 18 20 16 17
Gesamtfett (% in TM) 7 6 5 5
Rohprotein (% in TM) 57 46 63 62
Kohlenhydrate + Mineralstoffe 37 49 33 35

(% in TM)Y

(Kohlenhydrate + Mineralstoffe) = Trockenmasse — Rohprotein — Gesamtfett

Als weiterer Leistungsparameter wurde die Abgabe von Schneckenlaich erfasst. Wie in Tabelle 5 dar-
gestellt, wies die mit Fischfutterpellets versorgte Tiergruppe eine etwa zwei bis dreifach héhere Laich-
produktion auf als die mit Rotalgen oder Salat gefiitterten Tiere.

Tabelle 5: Kenndaten der Laichablage von Posthornschnecken bei Verfiitterung von Fischfutterpel-
lets, Rotalgenblattern und Salatblattern im Verlauf von 33 Versuchstagen

Fischfutter- Rotalgen- Salat-
pellets blatter blatter
Gesamtanzahl an Laichgelegen (n) 42 16 14
Tagliche abgegebene Laichgelege pro 0,015%£0,014 0,006°£0,008 0,005°£0,007

Gramm lebender Schneckenmasse (n/g LM/Taqg)
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Diskussion

Die Posthornschnecken waren zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns angesichts eines mittleren Gehau-
sedurchmessers von Uiber 30 mm bereits weitgehend ausgewachsen [2]. Dieser Umstand erklart ei-
nerseits, dass die Schnecken im Versuchsverlauf praktisch nicht mehr zugenommen hatten,
andererseits aber auch die intensive Laichproduktion und die relativ hohe Sterberate der Tiere unab-
hangig von der Art der Fiitterung.

Insgesamt wurde die Zielstellung der Etablierung eines experimentellen Modells zur Messung von Fut-
terverzehr und Nahrstoffverdaulichkeit bei Posthornschnecken erreicht. So wurden alle drei Futtermit-
tel von den Tieren sofort gezielt aufgesucht und gefressen. Interessant sind hierbei jedoch die
enormen Unterschiede im Futterverzehr zwischen den einzelnen Futtergruppen. Bei Verfiitterung von
Fischfutterpellets lag der Futterverzehr trotz deutlich schlechterer Verdaulichkeit etwa 4- bis 5-mal
Uber dem der mit Algen bzw. mit Salat versorgten Tiere. Dies kdnnte daran liegen, dass die Salatblat-
ter aufgrund ihrer grundsatzlich geringen Gehalte an Trockenmasse sowie die Algen aufgrund ihrer
nachtraglichen Quellung ein sehr groBes Futtervolumen erzeugen, welches nicht in dem MaBe bewal-
tigt werden kann wie etwa die weitaus trockeneren Fischfutterpellets.

Rotalgenblatter erwiesen sich in der vorliegenden Untersuchung als das hdchstverdauliche Futtermit-
tel. Dieser Befund ist auf den ersten Blick naheliegend, denn Mollusken sind dafiir bekannt, dass sie
auf Makroalgen leben. Nun ist die Posthornschnecke jedoch eine SiiBwasserschnecke und die hier
getesteten Rotalgen stammen aus dem Meer. Offenbar besitzen Mollusken unabhdngig von ihrem
Lebensraum die Fahigkeit, aquatische pflanzliche bzw. pflanzendhnliche Biomasse (z.B. Makroalgen)
effizient zu verdauen. So wurde kiirzlich nachgewiesen, dass auch die SiiBwasser-Teichmuschel iber
Verdauungsenzyme verfiigt, die das wichtigste Reservekohlenhydrat von Makroalgen zu Glukose ab-
bauen (Michl 2012, Lehrstuhl fiir Aquatische Systembiologie, WZW, Technische Universitat Miinchen,
unverdffentlichte Daten). Dieses sogenannte Laminarin hat eine fiir terrestrische Verhaltnisse unge-
wohnliche Verkniipfung der Glukose zum Reservepolymer [(1—3)-B]. Terrestrische Nutztiere und Fi-
sche besitzen keine entsprechenden Verdauungsenzyme zum Abbau von Laminarin, was den geringen
Futterwert von Makroalgen in der derzeitigen Tierproduktion erklart. Umgekehrt eréffnet die spezifi-
sche Verdauungskapazitdt der Mollusken fiir marine Reservepolysaccharide tatsachlich ein neues
Fenster zu ihrer Verwendung als neuartige Nutztiere.

In der Tierproduktion weist Fischfutter Ublicherweise sehr hohe Verdaulichkeiten auf. So ware bei
Verfitterung der hier eingesetzten Fischfutterpellets an Forellen eine Verdaulichkeit der Trockenmasse
von etwa 90 % zu erwarten gewesen. Die (iberraschend geringe Verdaulichkeit bei der Posthorn-
schnecke kdnnte beispielsweise daran liegen, dass Mollusken nur eine limitierte Kapazitat zur Verdau-
ung und Verwertung von Nahrungsfett haben. Dies wiirde zu dem Umstand passen, dass die meisten
Mollusken Uber die Bildung lipophiler Zellstrukturen (z.B. Membranen) hinaus kaum Depotfett anlegen,
sondern Uberschiissige Nahrungsenergie iberwiegend als Glykogen speichern [3]. Gerade kommerzi-
elles Fischfutter ist jedoch reich an Fett, welches mutmaBlich nur begrenzt absorbiert werden konnte
und dariiber hinaus andere, verdauliche Nahrungsbestandteile durch Umhillung mit einer lipophilen
Schicht dem Zugriff des Verdauungssystems der Posthornschnecke mdglicherweise partiell entziehen
konnte. Diese Hypothese muss durch weitere Untersuchungen allerdings noch verifiziert werden.

Die tagliche Aufnahme der Schnecken an verdaulichen Nahrstoffen und damit mutmaBlich auch an
Energie lag bei Verfiitterung von Fischfutter weit tiber dem Niveau der mit Rotalgen oder Salat gefiit-
terten Tiere. Die starke Zunahme der Nahrstofffraktionen ,Kohlenhydrate + Mineralstoffe® in den
Weichteilen scheint in diesem Zusammenhang den Aufbau von Glykogen als Energiedepot widerzu-
spiegeln. Dies diirfte auch den Anstieg des Gehalts an Trockenmasse bzw. die Verdrédngung von Ei-
wei und Fett innerhalb der Weichteil-Trockenmasse erkldren. Offenbar war diese Tiergruppe mit
Nahrstoffen reichlich versorgt. Dafiir spricht auch die hohe Laichproduktion dieser Tiergruppe. Umge-
kehrt reichte die deutlich geringere Nahrstoffversorgung der mit Rotalgen und Salat gefiitterten Tiere
anscheinend nur fiir eine sehr begrenzte Laichproduktion. Sie schien dariiber hinaus eine zusatzliche
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Mobilisierung von Energiereserven aus dem Glykogendepot zu erfordern, was die relative Anreiche-
rung von EiweiB in den Weichteilen sowie den Abfall der Gesamttrockenmasse im Schneckenkérper im
Vergleich zur Nullgruppe erklart.

Insgesamt zeigt die vorliegende Pilotstudie, dass die Posthornschnecke ein interessantes Modelltier fiir
die experimentelle Bearbeitung angewandter Fitterungsfragen von Mollusken darstellt. Besonders
interessant war die hohe Verdaulichkeit der Trockenmasse von Rotalgen, aber auch die hohe Ver-
zehrskapazitat von pelletiertem Fischfutter. Damit eroffnet sich grundsatzlich ein experimenteller Weg,
die Mdoglichkeiten und Limitierungen von Mollusken als potenzielle Transformatoren von mariner Bio-
masse in hochwertige essbare oder verfiitterbare Produkte quantitativ auszuloten, mit herkémmlichen
Nutztiersystemen zu vergleichen und in Zukunft gegebenenfalls zu kombinieren.
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Introduction

Insects and other invertebrates (e.g. earthworms) form a considerable part of the native diets of birds
and pigs.

Although in older text books frequently related to as high quality proteins, especially for small scale
farming, invertebrates were hardly addressed in modern, large-scale animal production systems. The
reasons can be found in problems related to mass production of invertebrates, high initial costs and
low costs of easily available other protein sources.

Over the past years, markets have changed markedly: shortage of protein feed materials due to re-
directed land use (biomass for energy), ban of animal protein in the wake of the BSE occurrence,
changing ethical assessments of feed materials (genetically modified plants, fish meal).

These developments have made investigations into alternative sources of feed materials (especially
protein feeds) attractive again. Around the world, much emphasis is put on the use of insects as feed
material and the design of insect production systems (Khurso et al., 2012; Veldkamp et al., 2012).

Within the EU, there is a very complex legislation about feed and feeding. The following shall focus on
the major facts.

Feeding insects to food producing animals

Following the BSE outbreak, in 2001 regulation (EC) 999/2001 came into force, addressing the feeding
of processed animal proteins to food processing animals and other species. Initially, this regulation
related to by-products from processing livestock to food for human consumption. Yet, this relation
became very blurred in the various amendments introduced over the years.

Unfortunately, at the time of drafting (EC) 999/2001, insects and other invertrebrates were not com-
mercially used in livestock nutrition. Therefore, no provisions were provided in the framework for a
later introduction of these very different feed materials.

As of now (April 2013), insects and invertebrates must be hydrolysed before being fed to food produc-
ing animals ((EC) 999/2001, last amendment on 17.11.2012 by (EC) 1064/2012).

As widely known, the feed ban on animal proteins shall be lifted partially, due to the marked decrease
of the occurrence of BSE and identification of various categories of risk potential of BSE transmission
by feeding. In this context, the need for hydrolysing animal proteins prior to feeding was lifted for
aquaculture. Animal proteins derived from non-ruminants may be fed to aquaculture animals without
prior hydrolysation ((EC) 56/2013 amending (EC) 999/2001 as of 1.6.2013).

For feeding insects to pigs and poultry, the need for hydrolysation stays in place.
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Feeding insects and invertebrates for feed production

Insects can thrive on a wide range of organic material. Insects and invertebrates play a crucial role in
the decomposition of dead organic material and, at the same time, forming new, high-quality feeds in
a very early stage of the feeding chain (or feeding pyramid). In the natural cycle of nutrients (produc-
er — consumer — destructive agent —producer...), insects and other invertebrates fill in a combined
position of destructive agent and producer.

These characteristics would qualify insects to be raised on a variety of substrates which otherwise
would not be fit to serve as feed materials due to original nutrient composition. However, regulation
(EC) 1069/2009 defines in Article 3:

"5. ‘animal’ means any invertebrate or vertebrate animal;
6. ‘farmed animal’ means:

(a) any animal that is kept, fattened or bred by humans and used for the production of food, wool,
fur, feathers, hides and skins or any other product obtained from animals or for other farming purpos-
es; [...]"

In other words: Insects and invertebrates fattened for the production of feed materials are considered
'farmed animals' and can only be fed with feed materials! This implies not only the ban of a range of
excellent substrates but goes far beyond that: Batches of compound feed which (for whatever reason)
shall not be used in the species intended for, cannot be simply used alternatively for fattening insects
and other invertebrates, because compound feed frequently contains feed additives, which are subject
to regulation (EC)1831/2003. Many additives are registered for the use in certain animal species only.
It would be illegal to use such compound feeds as substrates for insects.

Other aspects

Free-ranging pigs and poultry is a politically and socially preferred production system. Especially when
herds or flocks are moved onto new pastures, intake of insects and worms may form a considerable
proportion of the diet. In this case, the European Commission does not see a breach of the above
mentioned rules "since the insects picked up by pigs or poultry kept out-doors is not seen as feeding"
(Borg on behalf of the Commission, 4.1.2013).

Currently (March 2013), 'dried insects' are listed in the European feed materials register
(www.feedmaterialsregister.eu). This entry has no legal power and does not release potential users of
dried insects to follow the legal framework (http://www.feedmaterialsregister.eu/index.php?
page=Presentation), namely regulation (EC) 999/2001.

From a theoretical point of view, insects could also be fed alive, if production and transportation pro-
cesses are set up accordingly. So far, an assessment of this possibility was not available from either
national or EU administrative bodies. Regulation (EC) 999/2001 does not directly apply to feeding live,
unprocessed insects. However, feeding live insects would also need some consideration of animal
welfare (insect welfare). The legal point of feeding live animals to pigs and poultry has not yet been
explored.

Insects and other invertebrates are known as native foods in certain regions worldwide. Mostly, they
originate from catches from the wild rather than being produced for that purpose. Over the last years,
an increasing number of restaurants have discovered insects and invertebrates as a niche (internet
search), producing the insects either themselves or sourcing the ingredients for the meals from small-
scale producers for feeds for exotic pets. So far, no legal framework is known regulating insect pro-
duction for human consumption. These production sites should obey (EC) 1069/2009, although it
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must be doubted that the implications of this regulation is completely understood by both, insect
growers as well as authorities responsible for controlling the restaurants.

Summary

Current legislation does not support the prompt use of insects and other invertebrates as animal
feeds, even if this use is supported by the natural feeding behaviour of pigs and poultry. From June
2013, insects can be used in aquaculture nutrition without prior hydrolysation.

Classification of insects for feed production as 'farmed animals' restricts potential substrates to feed
materials. Scientific work is necessary to provide evidence of the safety of further (native) substrates
for the production of insects in order to extent the basis of insect production beyond common feed
materials.

Since all legal framework related to insects as feed materials is headed by the EU institutions, changes
can only be obtained by elaborate lobbying. All scientific and commercial stakeholders are invited to
cooperate and bundle their powers.
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Introduction

Clostridia are ranked among the undesirable microorganisms which are the most frequently present in
canned forage. They can not only decrease quality of silage (tastiness and content of nutrients) but
they can also represent cardinal health risk for animals and afterward for humans (WILKINSON,
1999). Preservation of the greatest part of nutrients from the initial fodder is one of the condition for
quality of silage. Important step is to preserve positive dietetic properties, taste and resistance of
silage to secondary fermentation.

Clostridia can be present in soil, mud, secondarily in silage, at the bottom of backwater, in fermenta-
tion of waste at garbage dump, in intestinal human or animal gut, manure, in digestive chambers of
waste-water treatment plant or in milk and cheese (CATO et al., 1986; GORNER, 2004). Clostridia are
resistant to higher temperature, radiation, digestive juices, disinfection and oxygen.

Contamination of forage by soil is important from the view of presence of clostridia spores which gets
into silages through the contaminated forage. Their subsequent feeding leads to the transport of un-
desired microorganisms even by slight contamination of udder to milk, dairy products and finally into
human (WEISSEBACH, 2010).

Material and methods

To the model experiment, the alfalfa (Medicago sativa, var. Palava) was set. Alfalfa was get from the
second mowing of experimental plots and shortly let to dry at dry matter of 32%. Addition of soil in
doses of 0, 20 and 40 g/kg of dry matter was the monitored factor in the experiment. Soil, used for
contamination, was taken from the surface layer of experimental plots (max. depth was 1 cm). Doses
of added soil were proposed with the regard of expected content of ash in original matter (around
8%/kg of dry matter) and intention to exceeding 10 % of ash content in contaminated silage which is
considered as ash border value.

In the experiment, there were used three variants of silage in three repetitions. There were control
variant without addition of soil (P0), control variant with the addition of soil in dose of 20 g/kg of dry
matter (P20) and control variant with the addition of 40 g/kg of dry matter (P40).

From the each variant, 6 kg of matter was taken and tamped down into special silage containers.
Construction of containers enables hermetic closure and stable weighing of silage matter. For the time
of 8-10 weeks, model silage were stored in laboratory at average temperature of 24-26 °C. After
opening of containers, representative sample was taken from each experimental variant for the mi-
crobiological analysis.
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Microbiological analysis of the individual mixed forage samples was done according the standard
methods. One milliliter of particular dilution was inoculated into Petri Dish. For the determination of
Total Counts of Microorganisms, PCA media was used and the incubation was set at 30 °C for
72 hours, for the determination of Yeast and Moulds, Chloramphenicol Glucose agar was used, incuba-
tion was set at 25 °C for 120 hours. For the determination of the family Enterobacteriaceae, VRBG
agar was used, incubation was set at 37 °C for 24 hours. For the determination of sulphur-reducing
clostridia (Clostridium perfringens), TSN agar was used and incubation was set at 45 °C for 24 hours.
After the incubation time, colonies were counted from Petri Dishes and expressed in colony forming
units per gram of silage (CFU/g).

Results were statistically processed by method of variance analysis and the differences between indi-
vidual groups were evaluated by Scheffe's test according SNEDECORA a COCHRANA (1967). The dif-
ferences between all variants without and with the addition of soil were monitored. Statistically
provable difference is present in table as index (a; b). Data in text are presented as average
xstandard deviation.

Results and discussion

The aim of the experiment was to determine the influence of soil addition in different doses to occur-
rence of microorganisms in experimental silages by microbiological analysis. In the experiment, the
Total Counts of Microorganisms (TCM), Clostridia, bacteria of family Enterobacteriaceae, Yeast and
Moulds were determined.

After soil addition into initial mass of alfalfa, bacteria of family Enterobacteriaceae decreased their
counts. High statistically significant difference was demonstrated (P<0.01) between variants (table 1)
with addition of soil in the dose of 0 g/kg of dry matter (2.17 . 10° + 3.32 . 10') and 40 g/kg of dry
matter (3.64 . 10! £ 2.57 . 10%).

Table 1: Bacteria of the family Enterobacteriaceae

. . Without treatment (P) .
Soil addition (g/kg DM) average * standard deviation. index
0 2,17E+02 + 3,32E+01 a
20 1,15E+02 + 7,12E+01 ab
40 3,64E+01 + 2,57E+01 b

Bacteria from the family Enterobacteriaceae only slightly occurred in samples (figure 1). These bacte-
ria indicate fecal contamination of silages.

In experimental silages, presence of sulfur-reducing clostridia was not detected. At other clostridia,
statistically significant difference (P>0.05) between individual variants was not demonstrated (tab 2).

Counts of other clostridia reached maximum 10° CFU/g. ZEMANA et al. (2006) reports that quality of
silages is convenient if counts of clostridia reach maximum 5000 CFU/g.

At total counts of microorganisms, statistically significant difference between addition of soil in dose of
20 g/kg (1.96 . 107 + 6.21 10°) and 40 g/kg of dry matter (4.97 . 10’ + 1.89 . 10”) was proved.

Total counts of Microorganisms ranked to 10® CFU/g (Figure 2). Total Counts of Microorganisms were
set for the general determination of microbiological colonization of silages.
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Figure 1: Bacteria from the family Enterobacteriaceae

Table 2: Other clostridia

. . Without treatment (P) .
Soil addition (g/kg DM) average + standard deviation index
0 1,82E+04 + 1,19E+04 a
20 5,31E+03 + 1,22E403 a
40 5,24E+03 + 6,03E+02 a
Table 3: Total Counts of Microorganisms

. ., Without treatment (P) .
Soil addition (g/kg DM) average + standard deviation index
0 2.95E+07 + 1.14E+07 ab
20 1.96E+07 + 6.21E+06 a
40 4.97E+07 + 1.89E+07 b

Presently, there are no limits for counts of Yeast and Moulds. ZEMAN et al. (2006) and MUDRIK et al.
(2006) report that still satisfactory counts of Moulds are set to be 10° CFU/g and limit counts of Yeast
10* CFU/g. If in the concentration of moulds is higher than 10° - 10” CFU/g, forage are already con-
sidered to be spoiled and unfeedable. Moulds are ranked between undesirable microorganisms be-
cause they present health and nutrition problem. They indicate inconvenient hygienic conditions.
Yeasts are the main reason for aerobic instability of silages. Strong inhibition action against Yeast and
Moulds is seen at acetic acid and propandiol which are formed while fermentation (MATHIES, 2000).
The statistically significant difference was not demonstrated at individual variants of moulds and Yeast
(P<0.05). Samples of experimental silages were not visually moldy. Maximum counts of moulds and
Yeast were detected in orders of magnitude from 10 to 10° CFU/g. The values comply with the hy-
gienic quality of experimental silages.
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Table 4: Moulds and Yeast

Figure 2: Total Counts of Microorganisms

microorganism variant average * standard deviation index
P 3.18E+01 + 1.67E+01 a
Moulds P20 7.32E+01 + 4.02E+01 a
P40 1.31E+01 + 8.44E+00 a
P 2.33E+02 + 1.68E+02 a
Yeast P20 1.31E+02 + 1.01E+02 a
P40 3.38E+01 + 1.24E+01 a
Conclusion

At the second mow of alfalfa, numbers of Enterobacteriaceae were gradually decreasing — doses 0, 20
and 40 g/kg. Counts of bacteria from family Enterobacteriaceae after addition of soil in dose of
20 g/kg were statistically lower than after the soil addition in dose of 40 g/kg of dry matter. At Total
counts, statistically significant difference (P<0.05) was determined between variants with the soil
addition in dose of 20 g/kg of dry matter (1.96 . 10’ + 6.21 . 10°) and 40 g/kg of dry matter (4.97 .
107 + 1.89. 10’). Addition of soil in different doses did not have any influence to the occurrence of
sulfur-reducing clostridia. Experimental silages were in compliance with the hygienic quality of silages.
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Comparison of nutrient digestibility of fermented and non-
fermented diets fed to growing pigs

Matej Brestensky, Sona Nitrayova, Peter Patras and Jaroslav Heger
Institute of Nutrition, Animal Production Research Centre Nitra, SK

Introduction

Liquid feeding systems are used in pig farms for several years and the interest about these systems
constantly rise (Scholten, 2001). The advantage of these systems is their positive effect on microflora
in the digestive tract, particularly when food industry co-products are used (Jensen and Mikkelsen,
1998; Scholten et al., 2002).

Liquid feed is prepared by mixing feed with water. It may be either fermented or non-fermented. The
non-fermented feed is prepared immediately before feeding while the fermented diet is obtained by
mixing a dry feed compound with water and storing it in tanks at a certain temperature and time.
After this process, it can be used for feeding. The initial phase of fermentation is characterized by a
low level of lactic acid bacteria, low lactic acid concentration, high pH and by a growth of enterobacte-
ria. This phase is followed by a period during which the number of lactic acid bacteria increases and
the pH and the number of enterobacteria decreases (Jensen and Mikkelsen, 1998; Canibe et al., 2001;
Lawlor et al., 2002).

There are several reports demonstrating a positive effect of fermented diets on health status of the
intestine (Scholten et al., 2002) but information about the effect of diet fermentation on nutrient di-
gestibility is inconsistent (Lyberg et al., 2006; Pedersen and Stein, 2010).

The objective of this study was to investigate the effect of diet fermentation on total tract and appar-
ent ileal digestibility of dry matter (DM), nitrogen (N), phosphorus (P) and calcium (Ca) and on appar-
ent ileal digestibility of amino acids in pigs.

Material and methods

Animals and experimental design

We used 6 gilts with initial body weight of 31.6 kg. The pigs were fitted with T-cannula in terminal
ileum and were housed in metabolism cages in an air-conditioned room at 20.1 °C. The pigs, after a
14-day recovery period during which they were fed with a standard diet, were allotted to a 2 x 6 fac-
torial arrangement with 6 pigs and two diets. Each experimental period consisted of a 5-day prelimi-
nary period followed by a 2-day collection period during which faeces were collected. On the 2nd day
of the collection period, ileal digesta was collected continuously for 24 hours. Samples of faeces and
ileal digesta were stored at -20 °C for chemical analyses.

Diets and feeding

In this study we used two forms of diet. The basal diet (BD) (Table 1) was fed dry. The fermented
diet (FD) was prepared by mixing BD with water in feed:water ratio of 1:2.5 (w/w), 20 ml of lactic
acid was added per kg of dry feed and the suspension was stirred for 1 h. Then the diet was stirred
for 5 min every 90 min and additionally for 20 min before each feeding. Every day after morning feed-
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ing, dry feed and water required for the next 24 h were added to the mixing vessel to maintain the
constant feed:water ratio.

Chromic oxide was added into the diets in an amount of 0.3 % as an indigestible marker.

Table 1: Ingredient and chemical composition of the basal diet (g/kg, air-dry basis)

Maize 590.0
Barley 170.5
Soyabean meal 201.0
L-lysine HCI 1.94
L-threonine 0.16
Limestone 16.3
Monocalcium phosphate 0.5
Sodium chloride 3.6
Vitamin and micromineral premix* 3.0
Chromic oxide 3.0
Celite 10.0
Dry matter 897.5
Crude protein 162.5
Ash 57.3
Ca 7.09
Total P 4.09
Digestible P (calculated) 1.10
Chromium 2.11
Acid insoluble ash 16.19
Gross energy (MJ/kg) 16.21

! Supplied per kg of diet: vit. A, 7 200 IU; vit. D3, 1 350 IU; a— tocopherol, 18 mg; vit.
B1, 0.54 mg; vit. B2, 3.6 mg; vit.B6, 19.5 mg; Ca-panthotenate, 10.5 mg; niacin, 15
mg; vit. K3, 0.54 mg; biotin, 0.06 mg; cyanocobalamin, 0.021mg; choline, 102 mg;
betaine, 51 mg; Fe, 60 mg; Zn, 90 mg; Mn, 42 mg; Cu, 21 mg; I, 0.42 mg; Co, 0.54
mg; Se, 0.21 mg.

The diets were fed twice daily at 6.00 and 16.00 h in two equal doses at a daily rate of 80 g/kg®”>.

Water was offered ad /ibitum.

Chemical analyses

In the samples of diets and lyophilized samples of faeces and ileal digesta, DM, N, P and Ca were
analyzed in accordance with AOAC (1990) procedures. Chromic oxide was analyzed as described by
Williams et al. (1962). The contents of amino acids in samples of diets and ileal digesta were analyzed
using automatic analyzer of amino acids AAA 400 (Ingos, Praha) after acid hydrolysis with 6M-HCI
except for methionine and cysteine, which were analyzed after oxidative hydrolysis.

Calculation

Total tract digestibility (TTD) and apparent ileal digestibility (AID) were calculated using the following
formulas:
TTD, % = 100 x [1-(Nf x C4)/(Ng x Cp); AID, % = 100 x [1-(N; x C4)/(Ng x C)]

Where Nq and Cq4 are dietary concentrations (g.kg™ DM) of nutrient and chromic oxide, respectively
and N;; C; and N;; C; are contents of nutrient or chromic oxide (g.kg™! DM) in faeces and ileal digesta,
respectively.
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Statistical analyses

Statistical analyses of experimental data were performed using ANOVA of Statgraphic Plus package v.
3.1. (1997). When significant value for treatment effect (P < 0.05) was observed, the differences
between means were assessed using Fisher's LSD procedure. Each animal was considered as experi-
mental unit. Analysis of covariance was conducted to evaluate the effect of diet form on the total tract
digestibility and apparent ileal digestibility of nutrients.

Results and discussion

The diet fermentation may be a strategy to improve the digestibility of nutrients in diets fed to pigs
(Lyberg et al., 2006). Shekib (1994) and Skrede et al. (2002) reported that short-term fermentation of
cereal grains resulted in higher nutrient digestibility and reduced the levels of anti-nutrients in diets.
Despite these reports, we found no effect of diet fermentation neither on total tract digestibility nor
the apparent ileal digestibility of DM, N, P and Ca (Tables 2 and 3). The highest digestibility in both
basal and fermented diets was found for N. The digestibility of P and Ca was slightly higher in fer-
mented diet when compared with the basal diet, but no difference was significant.

Table 2: Effect of diet fermentation on total tract digestibility of dry matter (DM), nitrogen (N), phos-
phorus (P) and calcium (Ca) (%)

Diet DM N P Ca
Basal diet 86.2 87.3 41.1 47.9
Fermented diet* 86.6 86.3 43.0 48.2
Pooled SEM 0.5 0.8 3.8 3.1

* Fermented diet was prepared by mixing basal diet with water in feed : water ratio of 1:2.5 (w/w) and ferment-
ed in laboratory set up. The content of 20 ml of lactic acid was added per kg of dry feed.

Table 3: Effect of diet fermentation on apparent ileal digestibility of dry matter (DM), nitrogen (N),
phosphorus (P) and calcium (Ca) (%)

Diet DM N P Ca

Basal diet 69.3 72.7 47.2 46.0
Fermented diet* 68.7 70.2 48.9 50.5
Pooled SEM 1.0 1.4 3.5 4.6

* Fermented diet was prepared by mixing basal diet with water in feed : water ratio of 1:2.5 (w/w) and ferment-
ed in laboratory set up. The content of 20 ml of lactic acid was added per kg of dry feed.

Similarly Pedersen and Stein (2010) reported no differences for total tract and apparent ileal digestibil-
ity of N, DM and P in dry non-fermented diet based on maize-soyabean meal in comparison with pigs
that were fed fermented diet mixed at a ratio feed:water either 1:1 or 1:3. A strong trend towards
lower apparent ileal digestibility of crude protein in fermented diets mixed in ratio feed:water 1:3 was
observed (Pedersen and Stein, 2010). Contrary to these results, Scholly et al. (2011) reported higher
total tract digestibility of organic matter and crude protein and higher apparent ileal digestibility of
organic matter in pigs fed fermented diets containing 80 % of wheat or barley, mixed at a ratio
feed:water 1:2.75, as compared to pigs fed dry non-fermented diets. A higher total tract and ileal
digestibilities of dry matter was also observed in pigs which were fed with fermented barley and
wheat diets in comparison with pigs fed dry non-fermented diets (Jgrgensen et al., 2010).

We observed no effect of diet fermentation on apparent ileal digestibility of amino acids (Table 4).
Pedersen and Stein (2009) found that when the diet was mixed with water at a ratio 1:1, amino acid
digestibility (except for proline and serine) was not affected by diet fermentation. However, when feed
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and water were mixed at a ratio 1:3, the apparent ileal digestibilities of isoleucine, leucine, phenylala-
nine, tryptophan and tyrosine were reduced in comparison with the apparent ileal digestibility for pigs
fed dry diet.

Fermentation is a dynamic process whereby carbohydrates and proteins are transformed by microbes
such as lactic acid bacteria. The fermentation of protein and amino acids is undesirable due to the loss
of feeding value and the production of ammonia and biogenic amines that are harmful for the gastro-
intestinal mucosa. By contrast, the production of lactic acid and to a lesser extent of acetic acid, etha-
nol and CO, resulting from carbohydrate fermentation have a desirable effect on digestive tract (Visek,
1972, 1978). The high content of non-starch polysaccharides in the diet reduces nutrient digestibility
and absorption in poultry and pigs (Choct and Annison, 1990; Van Barneveld and Hughes, 1994) and
therefore the non-starch polysaccharides in wheat and barley diets have an anti-nutritive effect (Choct
and Annison, 1990; Annison and Choct, 1991). The content of non-starch polysaccharides in the diets
based on barley and wheat decreases due to the fermentation in comparison with non-fermented dry
diets (Jgrgensen et al., 2010; Scholly et al., 2011). This may be the reason for higher digestibility of
nutrients in pigs which were fed with fermented diets, especially those containing ingredients with low
digestibility or fermentability. Therefore the fermentation of diets could be the strategy to improve
energy value for pigs when the diets with low digestible components are used (Jgrgensen et al.,
2010).

Table 4: Effect of diet fermentation on apparent ileal digestibility of amino acids (%)

Amino acid Diet Pooled
Basal Fermented* SEM
Arginine 85.3 84.5 0.4
Histidine 82.4 81.6 0.5
Isoleucine 81.4 80.5 0.5
Leucine 83.6 83.5 0.5
Lysine 83.6 82.8 0.5
Methionine 85.4 84.7 0.4
Phenylalanine 77.5 76.4 0.7
Threonine 72.9 71.6 0.8
Valine 78.4 77.3 0.6
Alanine 73.4 72.1 0.8
Aspartic acid 80.8 79.9 0.6
Cysteine 76.9 75.8 0.7
Glutamic acid 85.4 84.7 0.4
Glycine 62.8 60.9 1.1
Proline 52.9 50.5 1.4
Serine 79.1 78.1 0.6
Tyrosine 79.7 78.7 0.6
Total AA 77.7 77.2 0.9

* Fermented diet was prepared by mixing basal diet with water in feed:water ratio of 1:2.5 (w/w) and fermented
in laboratory set up. The content of 20 ml of lactic acid was added per kg of dry feed

Conclusion

We found no effect of diet fermentation on total tract or on apparent ileal digestibility of nutrients in
pigs. Based on our results and results from other studies, aimed to study the effect of diet fermenta-
tion on nutrient digestibility, we can conclude that fermentation of diets fed to pigs may improve the
nutrient digestibility when the diets with high content of low digestible ingredients, especially NSP, are
used.
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Wirkung einer Kombination von organischen Spurenelementen
auf Klauenverletzungen bei Sauen — Ergebnisse aus Feldversu-
chen in Europa

Christof Rapp und Francisco Fernandez Lopez-Brea
Zinpro Animal Nutrition, Akkerdistel 2E, 5831 PJ Boxmeer, NL

Einleitung

Klauenverletzungen beeintréchtigen das Wohlbefinden der Sau, vermindern die Produktivitat und koén-
nen zu erheblichen wirtschaftlichen EinbuBen fiihren. Erfahrungen aus der Praxis bei tragenden Sauen
lehren, dass beim Ubergang von der Haltung in Kastensténden auf Gruppenhaltung die Haufigkeit von
Klauenverletzungen zunimmt. Samtliche tragenden Sauen innerhalb der Europdischen Union missen
ab dem 1. Januar 2013 in Gruppen gehalten werden (Richtlinie 2001/88/EG). Fir die Bildung von wi-
derstandsfahigem Klauenhorn sind Zink und Kupfer essentiell (Tomlinson et al., 2004). Mangan ist
erforderlich flr die Bildung von Knochen und Knorpel und kann somit indirekt, zum Beispiel Uber eine
Fehlstellung der GliedmaBen, die Klauengesundheit beeinflussen. Wahrend die Wiirfe immer grdsser
werden, steigt die Futteraufnahme der Sau nicht in gleichem MaBe an. Die Spurenelementreserven
der Sau nehmen mit steigender Wurfmasse ab (Mahan and Newton, 1995). Des Weiteren sind durch
den Gesetzgeber die Gesamtgehalte an Kupfer und Zink im Sauenfutter auf 25 bzw. 150 mg pro Kilo-
gramm begrenzt (Verordnung [EG] Nr. 1334/2003). Eine Verminderung von Klauenverletzungen durch
den Ersatz von anorganischen durch organisch gebundene Spurenelemente bei Kiihen ist in der Litera-
tur bereits beschrieben (Ballantine et al. 2002, Nocek et al. 2000, Nocek et al. 2006, Siciliano-Jones et
al. 2008).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Abschdtzung der Wirkung einer Kombination von orga-
nisch gebundenem Kupfer, Mangan und Zink auf die Haufigkeit sowie den Schweregrad von Klauen-
verletzungen bei Sauen in Gruppenhaltung unter Praxisbedingungen.

Material und Methoden

In 15 Sauenherden (Deutschland: 6, Spanien: 6, Niederlande: 2, Belgien: 1) sind bei insgesamt 945
Sauen in den Abferkelabteilen beide HinterfiiBe auf Klauenverletzungen nach einem einheitlichen
Schema (siehe Tabelle 1) bonitiert worden. Die HerdengroBe betrug zwischen 120 und 2700 Sauen.
Die tragenden Sauen wurden in 12 Herden in Gruppen gehalten wahrend Sie bei 3 Herden in Kasten-
standen aufgestallt waren. Bis zur ersten Bonitierung erfolgte die Spurenelementergénzung in samtli-
chen Sauenfuttern in allen Herden allein durch anorganische Formen. Nach der ersten Bonitierung
wurde in allen Herden sowohl im Futter fiir laktierende als auch tragende Sauen ein Teil des anorgani-
schen Kupfers (10 mg/kg), Mangans (20 mg/kg) und Zinks (50 mg/kg) durch organische Formen
(Availa®Sow, Zinpro, Eden Prairie, USA) ersetzt. Sechs Monate nach der ersten Bonitierung wurde
eine weitere Beurteilung der Klauen nach dem gleichen Schema wie bereits beschrieben, durchge-
flhrt.
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Tabelle 1: System zur Bonitierung von Schweineklauen

Abweichung Ballenwucherung Risse im Uber- WeiBe Linie Wandriss waag-  Wandriss
und Ballenrisse gang Bal- recht senkrecht
len/Sohle
ohne ohne Abweichung  Ohne Abwei- Ohne Abwei- Ohne Abwei- Ohne Abweichung
chung chung chung
leicht Leichte Wuche- Kleiner Riss im Flacher und/oder Bluterguss sicht-  Kurzer/flacher
rung und/oder Ubergang kurzer Riss ent-  bar; kurzer fla- senkrechter Riss
kleine Risse im lang der WeiBen  cher in der Wand
Ballenbereich Linie waagrechter Riss
in der vorderen
Wand
maBig Zahlreiche Risse Langer Riss im Langer Riss Langer aber Langer aber fla-
und deutlich aus-  Ubergang entlang der flacher waag- cher Riss in der
gepragte Wuche- WeiBen Linie rechter Riss in Wand
rung der vorderen
Wand
schwer Starke Wucherung Langer und Langer und Mehrere oder Mehrere oder
und grofBflachige tiefer Riss im tiefer Riss ent- tiefer waagrech-  tiefer senkrechter
Risse Ubergang lang der WeiBen ter Riss(e) in der Riss(e) in der

Linie vorderen Wand Wand

Quelle: Klauenbeurteilungshilfe entwickelt im Rahmen des Feet First® Projektes

Ergebnisse und Diskussion

Der durchschnittliche Anteil ausgewahlter Klauenverletzungen ist in Tabelle 2 dargestellt. Ballenwu-
cherungen und —risse waren die am haufigsten vorkommenden Abweichungen der Klauen. Sie traten
in maBiger und schwerer Form bei 55,7 % der FiiBe von Sauen mit anorganischen Spurenelementen
im Futter auf, wahrend lediglich 22,9 % betroffen wenn organische Spurenelemente gefiittert wurden.
M&Bige und schwere Risse gingen am Ubergang Ballen/Sohle von 23,9 auf 8,0 und in der WeiBen Linie
von 24,4 auf 8,6 % zuriick wenn organische Spurenelemente erganzt wurden im Vergleich zur Ftte-
rung von anorganischen Spurenelementen.

Klauenverletzungen die weniger haufig vorkamen waren waagrechte und senkrechte Risse in der
Klauenwand. Hier lag der Anteil insgesamt betroffener FiiBe zwischen 16,4 und 6,5 %. MaBige und
schwere Formen von waagrechten Wandrissen gingen von 7,9 auf 4,0 und senkrechte Wandrisse von
7,4 auf 2,7 % zuriick nach teilweisem Ersatz von anorganischen durch organische Spurenelemente.

Tabelle 2: Durchschnittlicher Anteil SauenfiiBe (%) mit auswahlten Klauenverletzungen bei Fitterung
ohne oder mit organischen Spurenelementen

anorganische Spurenelemente mit organischen Spurenelementen

Klauenverletzungen  ohne leicht maBig schwer maBig ohne leicht maBig schwer maBig
& &
schwer schwer
% FiBe % FiiBe
Ballenwucherung &
Ballenrisse 157 28,6 32,3 23,4 55,7 41,5 356 157 7,3 22,9
Risse Ballen/Sohle 629 13,1 143 9,6 23,9 79,3 12,8 55 24 8,0
WeiBe Line 60,8 148 141 10,3 24,4 81,7 9,7 6,5 2,1 8,6
Wandriss waagrecht 83,6 8,6 4,6 3,3 7,9 90,5 55 2,6 1,4 4,0
Wandriss senkrecht 87,1 5,4 2,7 4,8 7,4 935 358 1,3 14 2,7
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Daten zur Wirkung der Spurenelementerganzung im Futter auf die Klauengesundheit von Sauen sind
in der Literatur kaum zu finden. Die Verminderung von Klauenverletzungen ist ein Indikator fiir die
Verbesserung der Klauengesundheit. Der in der vorliegenden Studie beobachtete Riickgang von
Klauenverletzungen bestatigt Untersuchungen von Anil et al. (2010), die nach teilweisem Ersatz von
anorganischen durch organische Spurenelemente ebenfalls eine Abnahme von Abweichungen an den
Klauen sowie einen Rilickgang von Lahmheit beobachteten. Zink und Kupfer sind essenziell fir die
Bildung von Keratin, einem Strukturprotein, dass Hauptbestandteil des Klauenhorns ist. Bei einem
Mangel dieser Elemente kann es zur Bildung von minderwertigem Keratin und somit zur Beeintrachti-
gung der Klauenhornqualitét kommen. Die Verbesserung der Klauengesundheit in der vorliegenden
Studie ist wahrscheinlich auf eine verbesserte Versorgung mit Zink und Kupfer, wenn diese Elemente
in organischer Bindungsform gefiittert werden, zurlickzufiihren.

Schlussfolgerungen

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass durch die Fitterung von organisch gebundenem Zink,
Mangan und Kupfer die Klauengesundheit bei Sauen verbessert werden kann.
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Introduction

Laying hens egg are well established as an excellent source of all essential nutrients for persons of all
ages. However, egg fatty acid composition has been associated with human health problems. Many
people have been limiting their egg consumption because they associate high cholesterol content in
this food with cardiovascular diseases (Meluzzi et al. 2000; Kim et al. 2004). Animal products such as
meat, milk and egg play an important role in human nutrition. In recent years people have become
increasingly aware of the quality of their food. Due to increasing public demand for animal products
low in fat and cholesterol, studies have been focusing on improving the quality of foods from animal
origin (Hargis and Van Elswyk, 1993; Newman et al. 2002; Basmacioglu et al. 2003).

Oil sources because of their high energy content, palatability, effects on intake feed, lower heat pro-
duction, and vitamin contented have suitable effects on hen performance (Al-Daraji et al. 2011). Be-
sides, diet which are containing fats or oils are shown to change the fatty acid composition of egg yolk
in laying hens (Citil et al. 2011). Anti-oxidant agents such as vitamin E (Agikgdz et al. 2011) or seleni-
um (Skfivan et al. 2008) must be presented in high oil included diets to prevention of occurrence oxi-
dative damages arise from unsaturated fatty acids oxidation.

Selenium is an essential trace element that is indispensable for normal functioning of the body and
thus plays a critical role in the maintenance of optimal health. Currently, the US and Canadian rec-
ommended dietary allowance (RDA) for human adults is 55 pg/d (Bennett et al. 2010). In fact, eggs
have been shown to be an effective vehicle for supplementing Se in the diet (Surai et al. 2007).

Using oils in poultry nutrition is noted the different nutrient value, which depends on MUFA, PUFA,
ratio of omega-3 and omega-6. The data of different oils, selenium and vitamin E are less, influence in
quality of eggs.

The aim of this study was to investigate the effects of dietary supplemented sunflower oil and rape-
seed oil with organic and inorganic selenium on laying hens eggs qualitative parameters, fatty acid
profile and malondialdehydes concentration on the egg yolk.

Material and methods

Feeding trial was conducted with laying hens of LoAmann Brown strain at the age of 22 weeks. The
laying hens were divided into 4 groups, 10 laying hens in each group. I group is the control group
which was added sunflower oil 4.5%+0.5 mg Na,SeO; + 40 mg/kg vit. E (T1) and II group was also
control group, added rapeseed oil 4.5%+0.5mg Na,Se0s; + 40 mg/kg vit. E (T2) in, III (experimental)
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group - sunflower oil + Alkosel®R397 0.5 mg + 40 mg/kg vit. E (T3) and IV (experimental) group -
rapeseed oil + Alkosel®R397 0.5 mg + 40 mg/kg vit. E (T4). During the feeding trial, the laying hens
were held in the individual cages with stationary drinking-bowl and feed box under the same feeding
and holding conditions. The laying hens were fed with compound feed 125 g per day (NRC, 1994).

Egg weight, albumen high, Haugh unit, intensity of egg yolk color are established by multifunctional
automatic egg characteristics analyzer ,Egg Multi-Tester EMT-5200", hardness of eggshell — by ,Egg
Shell Force Gauge MODEL-II" device, and thickness of eggshell — by electronic micrometer ,MI-
TUTOYQO".

The concentration of MDA determined by HPLC system. Extraction of lipids for fatty acid analysis was
performed with chloroform/methanol (2:1 v/v) as described by Folch et al. (1957). Fatty acid methyl
esters (FAME) were prepared using the procedure of Christopherson and Glass (1969).

Lipid quality indices, i.e., atherogenic index (AI) and thrombogenenicity index (TI), were calculated
according to Ulbricht and Southgate (1991).

Al = [C12:0+(4xC14:0) + C16:0]/[n-6 PUFA + n-3 PUFA + MUFA];

TI = [C14:0 + C16:0 + C18:0]/[(0.5 x MUFA) + (0.5 x n-6 PUFA) + (3 x n-3 PUFA) + n-3/n-6
PUFA].

Peroxidizability index was determined according to Witting L. A. ir Horwitt M. K. (1964) methods and
calculated by formula:

IP= (0.025*monoenoic acid)+(1*dienoic acid)+(2*trienoic acid)+(4*tetraenoic acid)+(6*pentaenoic
acid)+(8*hexaenoic acid)

hypocholesterolemic/Hypercholesterolemic ratio (h/H) was determined by Fernandez et al. (2007).

Statistical Analysis. The results of the experiment were analysed using the 1-way ANOVA test, and
significant differences between groups were determined by Duncan’s multiple range test. Statistica
8.0. for Windows™ software was used. Differences were considered significant at P<0.05.

Results

Qualitative research results of laying hens of 22-30 weeks of age are presented in Table 1. The egg
weight increased in experimental groups from 3 to 4% (P>0.05) compared to control groups.

Table 1: Effect of different oils, selenium in the diet on the egg quality parameters (per all period)

Parameters T1 T2 T3 T4

Egg weight, g 60.99+4.97 62.80+4.63 63.12+1.09 63.14+5.73
Eggshell hardness, kg/m? 3.691+1.01 3.792+0.79 4.001+0.82 3.702+0.75
Albumen height, mm 7.30+2.02 7.17+2.22 7.14+2.24 7.74+2.59

Haugh unit 82.49+16.78 80.95+17.57 80.95+18.00 85.87+18.14
Yolk color intensity 2.09+£0.51 2.16%0.69 2.78+0.68 2.69+0.63

Eggshell weight, g 5.534+0.62 5.681+0.51 5.862+0.81 5.611+0.66
Eggshell thickness, mm 0.36+0.04 0.36%0.03 0.36%0.05 0.35+0.04

The eggshell hardness in T3 experimental group increased 8%, compared with control group T1
(P>0.05). Height of albumen in T3, decreased 2%, but T4 increased by 6% (P>0.05) compared to
control groups (T1 and T2). When analyzed Haugh unit in T3 group it decreased 2% (P>0.05), com-
pared with control group T1 but in experimental group T4 Haugh unit increased 6% (P>0.05), com-
pared to control group T2. The feed supplement with different oils, selenium and vitamin E had no
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effect on the intensity of yolk color. Weight of eggshell in T3 experimental group increased 6%
(P>0.05), compared to control group T1, but T4 experimental group it decreased 1% (P>0.05) com-
pared with control group T2. The thickness of eggshell had no statistical significance.

The fatty acid profile for the samples from 4 treatments groups are presented in Table 2. The total of
saturated fatty acid profile were significant in T4 treatment group (P<0.05), compared to control
group T2. Monounsaturated fatty acid deposition in egg yolk decreased T4 group 0.85% (P>0.05),
compared to control group T2. Whereas PUFA amount decreased significantly also in T4 experimental
group 1.28% (P<0.05), compared to control group T2, but experimental group T3 it decreased 0.93%
(P>0.05), compared to control group T1. PUFA and SFA ratio was statistically significant in T4 group
(P<0.05). The highest peroxidizability index was determined in T3 group — 9% (P>0.05) increased
compared to control group (T1). The highest hypocholesterolemic/Hypercholesterolemic ratio (h/H)
was determined in T4 group; it increased 2% (P<0.05) compared to control group (T2).

Table 2: Effect of different oils, selenium in the diet on the fatty acids concentration of content of
egg yolk (%)

Fatty acid T1 T2 T3 T4
Total of saturated fatty acid (SFA) 31.13+0.42 29.10+0.14 30.74+0.85 | 28.68+1.07*
Total of mono unsaturated fatty acid (MUFA) 42.76+1.71 50.02+0.89 42.37+£1.59 | 49.17+£1.26
Total of polyunsaturated fatty acid (PUFA) 25.54+1.47 20.61+0.90 26.47+1.41 | 21.89+0.37*
PUFA/SFA 0.82+0.04 0.71+0.03 0.86+0.05 0.76+0.03*
Total of omega-6 fatty acid 24.61+1.43 18.54+0.76 24.84+£1.36 | 19.35+0.36*
Total of omega-3 fatty acid 0.93+0.15 2.07£0.20 1.63£0.77* 2.54+0.07*
Total of omega-6/total omega-3 fatty acid ratio 27.08+4.32 9.01+0.76 17.19+5.20*% | 7.61+0.26*
1A 0.34+0.01 0.31+0.01 0.33+0.01 0.31+0.02*
IT 0.84+0.02 0.71+0.01 0.79+0.02 0.67+0.04
h/H 2.93+0.06 3.17+0.09 3.02+0.09 3.22+0.21
1P 37.6+£1.96 36.0+1.50 40.9+2.84 39.4+0.83

* data statistical significantly (P<0.05)

Table 3: Effect of different oils, selenium in the diet on the malondialdehydes concentration of con-
tent of egg yolk (%)

Parameters T1 T2 T3 T4
Fresh egg yolk 0.216 0.204* 0.232* 0.226
Storage at 28 days of egg yolk 0.300 0.322 0.406 0.398*

* data statistical significantly (P<0.05)

For all dietary treatments, yolk lipid oxidation increased from 7 to 11% (P<0.05) in fresh egg yolk, but
in 28 days storage time MDA contentration increased from 33 to 35% (P<0.05) compared to control
groups (Table 3). Franchini et al. (2002) also reported an increase in the TBARS values when the eggs
were stored for 90 days at 4 °C. In the present study, TBARS values oscillated between 0.47 and
1.40 mg MDA kg yolk. These values were lower than those obtained by Lakins et al. (2009), when
eggs were stored at 4 °C for 30 days.

Discussion

Eggs are a good source of nutrients. With a moderate enrichment of nutrients according to the rec-
ommendations for fortification of foods, eggs could play an important role as a functional food (Sparks
N.H.C. 2006). Egg quality is understood as the set of factors that are responsible for its acceptance by
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the consumer, and in compliance with legislation requirements (Brasil, 1991). Quantitative and quali-
tative factors must be considered when determining final quality attributed of commercial eggs.

The nutritional quality of eggs and the amount of fatty acids present in the egg yolk may be modified
according to the lipid sources (different vegetable oils) used in the diets for feeding laying hens. How-
ever, it is important to mention that in addition to diet, the breed and age of the laying hen may also
alter the lipid composition of egg yolks (Whitehead et al. 1991; Shafey et al. 1992; Scheideler et al.
1998; Meluzzi et al. 2000; Mazalli et al. 2004; Pardko et al. 2005; Wu et al. 2005; Ribeiro et al. 2007).

The analysis of TBARS is an important food quality index indicating fat oxidation. In perfect quality
products, TBARS values should be less than 3 mg malondialdehyde/kg (Cadun et al. 2005).

Franchini et al. (2002) also reported an increase in the TBARS values when the eggs were stored for
90 days at 4 °C. In the present study, TBARS values oscillated between 0.47 and 1.40 mg MDA kg
yolk. These values were lower than those obtained by Lakins et al. (2009), when eggs were stored at
4 °C for 30 days.

Conclusion

The results of this study clearly demonstrate that supplementation of different oil sources, organic and
inorganic selenium and vitamin E does not create statistically significant effects on egg quality param-
eters, but effect on egg yolk fatty acid, specially on polyunsaturated fatty acid composition decreased
significantly in T4 experimental group 1.28% (P<0.05), compared to control group T2, but experi-
mental group T3 it decreased 0.93% (P>0.05), compared to control group T1. PUFA and SFA ratio
statistically significant was just in T4 group. Influence of omega-6/omega-3 ratio had more effect on
organic selenium, when in laying hens were used sunflower oil. Total of omega-6/total of omega-3
ratio in T3 experimental group decreased 9.89 % (P<0.05) compared to control group (T1) and in
experimental group T4 it decreased 1.40% (P<0.05) compared to control group (T2). Malondialde-
hydes concentration of egg yolk in all experimental groups mostly increased after 28 days storage, it
was from 33 to 35% (P<0.05) compared to control groups (T1 and T2).
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Einleitung

Die Futterrationen fir Milchkiihe werden ausgehend von Nahrwert und Rohfaseranteil bemessen.
Grundfutter, wie Gras, Heu, Grassilage, Maissilage und Kraftfutter, haben landwirtschaftliche Betriebe
aus wirtschaftlichen Griinden in der Regel selber, es stammt so wie das Trankewasser aus der Region.
Hierzu kommt oft zugekauftes Erganzungsfutter und Mineralmischungen, die essentielle Spurenele-
mente und andere Wirkstoffe enthalten.

Bei der Berechnung der optimalen Spurenelementversorgung wird die im Grundfutter vorhanden Men-
ge zuweilen vernachlassigt, weil sie im Detail nicht bekannt ist. Eine Uberdosierung von z.B. Cu, Zn,
Mo, Co oder Cr ist fiir den Landwirt ein 6konomischer Verlust und belastet Innereien und Umwelt.

Im Rahmen einer Studie wurde versucht, regionale Unterschiede in der Zusammensetzung von Kuh-
milch zwischen geologisch verschiedenen Regionen zu finden, um die Herkunft durch Analysen nach-
vollziehen zu koénnen, und dies gegebenenfalls durch die Zusammensetzung des Futters und des
Trankewassers zu erklaren. Fir die regionale Zuordnung spielen sicher die physiologisch minder akti-
ven Elemente eine groBere Rolle, weil sie durch den Stoffwechsel der Kuh und auch der Futterpflan-
zen weniger reguliert werden. Fir einige Elemente ist der Bedarf bekannt. Er wird fir die
Hauptelemente in g/Tag und fiir die Spurenelemente in mg/kg angegeben. In dieser Auswertung soll
gezeigt werden, in welchen Regionen das Grundfutter den Elementbedarf der Milchkuh erfillt, sollte
die Verfigbarkeit nicht unerwartet schlechter sein.

Material und Methoden

Gleichzeitig mit den Milchproben wurden 70 fir Milchkiihe bestimmte Futtermittelproben am Hof
durch Organe des Landeskontrollverbandes NO gezogen, und zwar in den Regionen Waldviertel, Al-
penvorland (Molassezone) und Kalkalpen, sowie auch das Trankewasser. Es handelt sich iberwiegend
um Grundfutter, welches nicht der amtlichen Futtermittelkontrolle unterliegt. Darin wurden 42 Ele-
mente nach Druckaufschluss mit ICP-OES bzw. ICP-MS Multi-Elementmethoden bestimmt, und die
Werte flir Heu, Grassilage, Maissilage und Kraftfutter auf Basis Trockenmasse miteinander verglichen,
sowie regionale Unterschiede gesucht. Die aus verschiedenen Futterkomponenten verabreichte Ration
wurde in Erhebungsbdgen dokumentiert.

Die Menge des aufgenommenen Futters wurde aus der Milchleistung mit 20,2 + 1,3 kg geschatzt, und
es wurde ein Konsum von 100 Liter Trankewasser angenommen.
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Ergebnisse

Wasser

Obwohl Kihe etwa 100 Liter Wasser pro Tag trinken, was sicher lokalen Ursprungs ist, macht das
Wasser im Durchschnitt der Tagesration nur 4,05% beim Li, 3,86 % beim Sr, 3,67 % beim Na,
2,82 % beim Mg, 2,57% beim Ca, und bei allen anderen noch weniger aus. Besonders gering sind die
Anteile bei K, Mn und P.

Zusammensetzung des Grundfutters

Die Analyse der Futtermittel umfasst normalerweise neben Nahrwert und Rohfaser die Haupt- und
Ndhrelemente, vor allem die als Zusatz deklarierten Anteile, hingegen sind Daten (ber lokal generier-
tes Grundfutter sind hingegen eher selten. Fiir die meisten Elemente waren die Konzentrationen in
Heu und Grassilage etwa gleich, und viel hoher als in Maissilage und Kraftfutter (alphabetisch): Al, Ba,
Cd, Cs, Fe, K, La, Li, Mn, Mo, Pb, Rb, Sr. In Grassilage und Heu streuten jedoch Al, Fe und Mo stark.
Das Kraftfutter hatte maximal Phosphor, und minimal K, Na und Si. Die Maissilage hatte deutliche
Minima in P, S und Zn. Bei einigen Kraftfutterproben aus der Molasseregion kdnnte auch Cu, Mn, Na
und Se und Zn zugesetzt worden sein, da diese deutlich héher als in Kraftfutter aus den anderen Ge-
bieten waren.

Hingegen (iberwogen regionale Unterschiede bei Bor, Cu, Jod, Se, sowie den Elementverhaltnissen
Ca/Sr, K/Rb, und Li/Cs. Calcium war in den Kalkalpen nur in Grassilage und Kraftfutter hoéher, nicht
aber in der (dort seltenen) Maissilage und im Heu.

Die Verhaltnisse K/Rb und Li/Cs stiegen vom Waldviertel zur Molassezone und zu den Kalkalpen in
allen 4 Futtertypen an, ebenso das Bor bei Grassilage. Das Verhaltnis Ca/Sr sowie Cd waren in den
Kalkalpen immer etwas hoher als woanders. Na, Jod und Se waren in der Molassezone deutlich héher,
was, zumindest fiir Na, durch die héhere Besiedlungsdichte erklarbar ist, wie auch schon friher bei
Glllen und Komposten gefunden wurde.

Im Waldviertel hatte Rb ein Maximum, hingegen Li, La und Pb ein Minimum.

Die in der Milch gefundenen héheren Ba und Cs Werte aus dem Waldviertel spiegelten sich im Grund-
futter nicht wieder.

Relative Anteile an der Elementfracht

Laut Angaben der Landwirte betrug der Anteil, der Grassilage an der Ration im Schnitt 50%, von
Maissilage 27,4%, von Heu 15,7%, von Kraftfutter 14,9 % und von Mineralfutter nur 0,37%. Aus den
Mineralmischungen kamen erheblich Anteile an Se>Co>Cu>Zn>Na.

Uberdurchschnittlich hohe Anteile an der Elementfracht kamen aus der Grassilage fiir K>B>Si>Al>Ba,
aus dem Heu fir Cr>Ni>Mo>Al> Ba, aus dem Kraftfutter nur fir P und aus der Maissilage nur fiir Si.

Die Anteile an Futterkomponenten sind allerdings regional verschieden:

Tabelle 1: Geschatzte Anteile an Grundfutterarten in % Ist-Masse

Heu Grassilage Maissilage Kraftfutter
Waldviertel 7 54 15 21
Molassezone 7 19 35 14
Kalkalpen 22 48 * 7

Nur 1 Betrieb von 6 fiitterte Maissilage, mit 11 % Anteil
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Deckung des Spurenelementbedarfs durch Grundfutter

Unter der Annahme, dass dieselbe Trockenmasse an reinem Heu, Grassilage, Maissilage oder Grund-
futter verzehrt wird (was natirlich nicht dem gleichen Nahrwert entsprache), wurde aus den darin
enthaltenen Mengen und dem tabellierten Bedarf die Prozent an Deckung errechnet. Das Wasser
spielt dabei fast keine Rolle. Da die relativen Schwankungen der Zusammensetzung, je nach Region
und Futtermitteltyp, 3 — 200 % betragen, kann es sich nur um eine Schatzung handeln.

Hinsichtlich der Hauptelemente wiirden Heu und Grassilage den Bedarf bis auf Natrium erfiillen. Die
Deckung des Na-Bedarfs ist am schlechtesten, Maissilage enthalt daneben auch zuwenig Ca und S.
Das Kraftfutter deckt den Bedarf an Ca, K und Na nirgends, wird aber ohnehin wegen des Mangels an
Rohfaser nicht zu 100% eingesetzt. Der hdhere Na-Pegel in der Molassezone ist auch hier sichtbar.

Tabelle 2: Bedarfsdeckung fiir Hauptelemente aus dem Grundfutter

% Bedarf | Ca K Mg Na P S

g/Tag fiir 20 kg: 82 164 25 21 51 32
Region Futterart

Waldviertel Wasser 2,1 0,1 1,5 2,9 <0,1 1,2
Molasse Wasser 4,2 <0, 8,4 8,9 <0, 3,0
Kalkalpen Wasser 6,7 <0,1 6,1 0,3 <0,1 0,6
Waldviertel Heu 110 308 141 13,7 116 140
Molasse Heu 126 224 158 20,5 119 121
Kalkalpen Heu 151 226 164 19,5 81 98
Waldviertel Grassilage 193 364 200 25,0 142 131
Molasse Grassilage 214 294 235 80,3 156 101
Kalkalpen Grassilage 223 303 243 13,7 95 110
Waldviertel Maissilage 73 82 129 1,6 94,5 84
Molasse Maissilage 46 102 111 1,3 80,3 62
Kalkalpen Maissilage 146 220 152 8,0 104,6 108
Waldviertel Kraftfutter 47 51 114 52,2 161 107
Molasse Kraftfutter 101 58 165 74,1 182 106
Kalkalpen Kraftfutter 57 81 98 7,0 260 80

Bei den Spurenelementen weist die Maissilage diverse Defizite auf, sonst ist die Versorgung von Co,
Fe und Mn weitgehend gegeben. Nach dieser Bedarfsschatzung waren Cu, Zn und Se durchwegs zu
supplementieren, im Waldviertel auch Jod.

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013

Seite 143



Sager und Hobegger: Beitrage von hofeigenem und zugekauftem Futter zur Gesamtelementfracht fir die
Fltterung von Milchkiihen in drei Regionen Niederdsterreichs

Tabelle 3: Bedarfsdeckung fiir Spurenelemente aus dem Grundfutter

% Bedarf Co Cu Fe J Mn Se Zn
mg/kg: 0,2 10 50 0,5 50 0,2 50
Region Futterart
Waldviertel Heu 72 78 638 41 177 4,3 68
Molasse Heu 146 57 875 173 208 7,7 59
Kalkalpen Heu 228 72 1283 207 212 16,2 63
Waldviertel Grassilage 163 81 1199 35 181 16,4 61
Molasse Grassilage 410 107 2232 111 220 49,6 65
Kalkalpen Grassilage 146 75 1213 110 195 4,0 64
Waldviertel Maissilage 20 48 247 25 61 3,2 38
Molasse Maissilage 11 59 173 77 46 3,8 41
Kalkalpen Maissilage 37 51 321 37 137 <0,1 43
Waldviertel Kraftfutter 50 58 357 21 77 4,2 84
Molasse Kraftfutter 289 160 220 510 151 60,7 277
Kalkalpen Kraftfutter 24 75 187 17 135 30,6 104
Zusammenfassung

Die Grundfutterarten tragen in verschiedenem AusmaB zur von Milchkiihen aufgenommenen Element-
fracht bei. Regionale Unterschiede in der Zusammensetzung duBern sich besonders in den Verhaltnis-
se K/Rb, Li/Cs und Ca/Sr. Die Zusammensetzung der Futterration ist ebenfalls regional
unterschiedlich, wie auch die geschatzte Deckung des Bedarfs an essentiellen Elementen bei der An-
nahme der Fiitterung von 100 % eines Typs. Eine Supplementierung (iber Mineralfutterzusatz ist bei
Maissilage als Nahrstofftrager angebracht, neben Heu und Grassilage hauptsachlich wegen Na, Jod
und Se. Die Zusammensetzung des Trankewassers spielt trotz des hohen Wasserverbrauchs in der
Elementbilanz nur eine geringe Rolle.
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Introduction

Titanium is regarded as essential for animals and man. A titanium poor diet caused reduced feed in-
take and life weight gain in growing goats, enhanced the mortality in kids and reduced the titanium
content of milk by 50 %. However, the requirement is met worldwide and titanium deficiency is not a
practical problem. There is evidence that the titanium concentration of animal tissues is not homeo-
statically controlled. Mice, voles and screws from areas with a different titanium content of feed ac-
cumulated species specific different high amounts of titanium. Whereas a few results exist on the
tissues concentration in organ tissues of monogastric animals no datas are available in ruminants. Due
to the species specificity of the titanium status, organ tissues of different wild ruminant species and
omnivores were analysed and compared.

Methods

The investigated wild ruminants which were kept in captivity came from the Zoological Society of San
Diego, and the Zoo Leipzig. Furthermore, organ tissues were taken from road killed mule deer from
the Sacramento area. Wild living opossums and foxes were trapped at the San Diego Zoo and eu-
thanized due to diseases screening. For the presentation of the results the various species of rumi-
nants were classified as morphophysiological ruminant feeding types (Hofmann and Stewart 1972;
Hofmann 2000) (Table 1).

Table 1: Species classified as morphophysiological Ruminant Feeding Types

Ruminant Feeding Types Species

Concentrate selecters — Duiker, Bongo, Sitatunga, Mule Deer

fruit and dicot selectors (Conc.Sel.)

Intermediated mixed feeders (Int.Mixed Feed) Markhor, Axis Deer, Impala,

Intermediated mixed feeders with tendency to Hog Deer, Goitered Gazelle, Cuvier s Gazelle, Roosevelt s

feed like concentrate selectors (I.M.F./CS) Gazelle, Soemmering ‘s Gazelle, Dama Gazelle, Nilgai, Nyala

Intermediated mixed feeders with tendency to Ibex, Sika, Barasingha, Blackbuck, Thomson ‘s Gazelle

feed like grass and roughage eaters (I.M.F./Gr.)

Grass and roughage eaters (Grass Rough.) European Mouflon, Armenian Mouflon, Urial, Sable Antelope,
Scimitar horned Oryx, Fringed eared Oryx, Gaur, Wisent

Grass and roughage eaters — Arabian Oryx, Gemsbok, Beisa Oryx

dry region eaters (Grass R./D.)

Tissues from liver, kidney, cerebrum, rib, skeletal muscle, heart, lung, aorta, spleen, and hair were
obtained from clinically healthy animals. After dry ashing of samples the Ti-concentration was ana-
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lyzed by optical emission spectroscopy with inductively coupled plasma at a wavelength of
323.452 nm with an underground compensation at the line of 323.412 nm. The detection limit of the
instrument was 6 pg/l. The results were statistically assessed with the program SPSS for Windows
(version 6.01, SPSS, Inc.).

Results

Effect of feeding type

Titanium is poorly absorbed in animals so that the concentrations in organ tissues are much lower
than in the environment. The median Ti content of the liver varied between 46 and 128 nug / kg dry
matter in adult ruminants (Table 2). Adult grass and roughage eaters tended to contain less Ti in the
liver and significantly less Ti in the cerebrum than concentrate selectors and intermediated mixed
feeders.

Grey foxes and opossums accumulated much higher median Ti concentrations in the cerebrum and in
the liver to a lesser extend compared to the ruminant feeding types.

Furthermore, the median Ti concentration in the cerebrum of foxes and opossum is 5.6 and 8.3 times
higher than in the liver, whereas the cerebrums of intermediated mixed feeders and roughage eaters
contained only from 1.2 to 2.6 times more Ti than the livers of the corresponding feeding types.

Table 2: The titanium content of liver in ruminants classified as feeding types (ug / kg dry matter)

Species / Ruminant feed- Liver Cerebrum p Ratio®
ing types (n;n) median min max median min max
Grey fox (6 ;6) 458 34 2473 2584 103 5193 < 0.05 5,6
Opossum (14 ;10) 160 48 1873 1334 279 6196 < 0.01 8,3
Conc. Sel. (12;10) 128 17 453 630 73 1887 < 0.01 4,9
I.M.F./CS (43;40) 111 11 1854 302 29 3545 < 0.05 2,7
I.M.F. (20;19) 105 29 1854 183 34 934 n.s. 1,7
I.M.F./Gr. (53;50) 111 15 2197 134 23 842 n.s. 1,2
Grass Rough (27;27) 80 14 1478 150 27 1285 n.s. 19
Grass R./D. (10;8) 46 14 1872 118 16 316 n.s. 2,6
Fp Species <0.01 < 0.001

Rum.feed.types n.s. < 0.001
Ratio? | Species 10 22

Rum.feed.types 2,8 53

U Liver = 100%; Cerebrum = x%, ? Lowest value = 1, Highest value = x

Among the investigated organ tissues the spleen of the ruminants contained the lowest median Ti
concentration, whereas grey foxes accumulated 32 times more Ti than I.M.F./Gr. (Table 3). The con-
centrate selectors and I.M.F./CS contained significantly more Ti in the pancreas than grass and
roughage eaters and accumulated 65 times more in this organ tissue the in the spleen. Grass and
roughage eaters contained between 8 and 9 times more Ti in the pancreas than in the spleen. Opos-
sum only 2.7 times and Grey foxes 1.8 times.
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Table 3: The titanium content of spleen in ruminants classified as feeding types (ug / kg dry matter)

Ruminant feeding types Spleen Pancreas p Ratio"
(n;n) median min max median min max
Grey fox (6 ;4) 893 313 3740 1646 1107 1947 n.s. 1,8
Opossum (7;9) 164 132 1815 439 122 3047 n.s. 2,7
Conc. Sel. (10;8) 36 15 2897 2343 209 5660 < 0.001 65
I.M.F./CS (41;32) 30 13 1633 1217 150 4992 < 0.001 41
I.M.F. (19;14) 74 10 1214 763 112 11448 | < 0.001 10
I.M.F./Gr. (52;30) 28 8,2 1100 752 60 9069 < 0.001 27
Grass Rough (25;17) 90 12 738 773 198 6348 < 0.001 8,6
Grass R./D. (8;4) 38 10 69 310 151 730 n.s. 8,2
Fp Species < 0.05 < 0.05

Rum.feed.types n.s. < 0.05
Ratio? | Species 32 7,6

Rum.feed.types 3,2 7,6

D Spleen = 100%; Pancreas = x%, 2) Lowest value = 1, Highest value = x

Table 4: The titanium content of kidney in ruminants classified as feeding types (ug / kg dry matter)

Ruminant feeding types Adult Neonatal p %Y
(n;n) median min max median min max

Conc. Sel. (11;5) 362 12 1169 612 17 3544 n.s. 333
I.M.F./CS (43;40) 177 9.1 1169 443 96 5073 < 0.001 250
L.M.F. (18;23) 219 90 566 929 41 3352 < 0.05 424
I.M.F./Gr. (53;61) 163 31 1046 269 25 2696 < 0.001 165
Grass Rough (28;31) 195 21 573 352 12 3924 < 0.05 181
Grass R./D. (10;8) 196 27 355 397 49 1811 < 0.05 206
Fp n.s. n.s.

%2 222 345

1y Adult = 100%; Neonatal = x%, 2) Lowest value = 100%, Highest value = x%

Effect of Age

The median Ti concentrations of kidneys in neonatal were significantly up to 4 times higher than in
adults of the corresponding feeding types (Table 4). Significantly higher Ti concentrations were also
found in cerebrum, spleen, pancreas, aorta, heart and skeletal muscle of neonatal ruminants com-
pared to adults.

Contrary to other investigate organ tissues the median Ti concentration of the liver did not tended to
a different accumulation in adult and neonatal ruminants, and furthermore, lungs and ribs of neonatal
contained significantly less Ti than in adult ruminants (Table 5).

Effect of Sex

There is a tendency that with exception of heart female adult ruminants accumulate up 3 times more
Ti in organ tissues than male ruminants, and the differences become significant in the case of kidney,
rib, skeletal muscle, spleen and hair (Table 6).

However, in wild living adult opossums this tendency disappeared. Organ tissues like liver, cerebrum,
skeletal muscle, spleen, and hair of female opossums contain only up to one fifth of the Ti concentra-
tion which were observed in male opossums.
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Effect of Reproduction Status

It seems that the reproduction status takes also effect on Ti status. There is the tendency that lactating
opossums contain less Ti in the organ tissues than non lactating (Table 7).

Effect of Habitat

The median Ti concentration of ribs of concentrate selectors kept in captivity was about 7 times signif-
icantly higher than in mule deer as a wild living concentrate selector (Table 8). However, the concen-
trate selectors of Northern California tended to store more Ti in liver and cerebrum than those of
Southern California.

Intermediated mixed feeders and grass and roughage eaters of San Diego Zoo and WAP accumulated
less Ti in the organ tissues than from the Zoo Leipzig.

Table 5: The titanium content of rib in ruminants classified as feeding types (ug / kg dry matter)

Ruminant feeding types Adult Neonatal p %Y
(n;n) median min max median min max

Conc. Sel. (11;5) 895 354 1536 480 180 724 < 0.01 54
I.M.F./CS (35;41) 744 80 1513 328 60 7216 < 0.001 44
I.M.F. (14;22) 1241 298 1823 311 85 4776 < 0.001 25
I.M.F./Gr. (37;57) 839 225 2323 434 70 2182 < 0.001 52
Grass Rough (24;25) 530 129 1567 317 73 1893 <0.01 60
Grass R./D. (8;9) 485 264 705 308 147 867 n.s. 64
Fp < 0.001 n.s.

%2 256 154

L Adult = 100%; Neonatal = x%, 2) Lowest value = 100%, Highest value = x%

Table 6: The titanium content of organ tissues in adult ruminants of one area (ug / kg dry matter)

Organ tissue (n;n) male female P %Y
median min max median min max
Liver (87;126) 100 8,4 1873 111 13 2473 n.s. 111
Kidney (85;122) 141 10 1169 219 9,1 1341 <0.01 155
Cerebrum (73;120) 165 16 3047 209 23 6197 n.s. 127
Rib (66;103) 577 0,58 9991 877 59 40204 < 0.01 152
Skel.muscle(78;120) 137 32 1281 205 25 1157 < 0.05 150
Heart (73;115) 152 9,0 1266 140 24 2708 n.s. 92
Lung (76;110) 959 16 29875 1299 7,9 42785 n.s. 135
Aorta (65;100) 265 45 5469 299 13 2547 n.s. 113
Spleen (75;110) 27 8,2 2897 86 10 3740 <0.01 319
Pancreas (58;87) 798 117 9069 812 60 11448 n.s. 102
Hair (28;57) 4205 646 21250 8639 256 73508 < 0.01 205

Y male = 100%, female = x%
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Table 7: Effect of reproduction status on the titanium content of organ tissues in female adult opos-
sum of one area (ug / kg dry matter)

Organ tissue (n;n) Non lactating Lactating p %Y
median min max median min max
Liver (4;4) 130 63 404 61 48 311 n.s. 47
Cerebrum (3;3) 1847 1364 6197 341 279 536 n.s. 18
Rib (4;3) 1561 1397 2431 1122 1029 1414 n.s. 72
Skel. muscle(3;4) 206 157 622 229 133 271 n.s. 111
Heart (4;3) 240 158 442 133 70 224 n.s. 55
Lung (3;4) 874 469 7087 696 298 2799 n.s. 80
Spleen (2;2) 172 142 202 141 132 151 n.s. 82
Pancreas (3;3) 547 413 3047 364 122 2094 n.s. 67
Hair (4,3) 1869 477 3041 1429 1036 2823 n.s. 76

Y non lactating = 100%, lactating = x%

Table 8: The Titanium content of organ tissues in concentrate selectors of different areas (ug / kg
dry matter)

Organ tissue (n;n) San Diego Zoo and WAP Sacramento Area p %Y
Mule deer
median min max median min max
Liver (14;10) 148 17 453 396 57 1544 n.s. 268
Kidney (13;10) 184 12 1169 205 36 537 n.s. 111
Cerebrum (12;10) 630 73 1887 1101 96 1872 n.s. 175
Rib (13;10) 895 354 1536 121 59 578 < 0.001 14

1) San Diego Zoo = 100%, Sacramento area = X %

Discussion

The Ti concentration in the organ tissues and hair showed a very high variability and confirms with
results obtained in wild ruminants, hares, wild boars and humans (Anke and Seifert 2004; Nielsen
1987). Liver of wild boars from Central Europe contained 100 — 125 ug Ti/ kg dry matter, the mean Ti
concentrations in kidneys varied between 100 — 220 ug and were in the same range like the Ti con-
centrations of liver and kidney in roe deer, red deer, mouflons and common hare from Central Ger-
many and from various wild ruminants from Southern California. The Ti concentration in organ tissues
like liver, kidney, cerebrum and spleen of grey foxes and opossums was up to 32 times higher than in
ruminants. However, lower Cu and Zn concentration were obtained in the liver of grey foxes and
opossums compared to ruminants (Arnhold et al. 2002), whereas the Mn concentration of liver was in
the same range among the animal species. Nevertheless, the habitat seems the influence the Ti sta-
tus. Adult concentrate selectors of Northern California accumulated 3 times more Ti in the liver than in
Southern California, and the organ tissues of intermediated mixed feeders from Central Europe (Zoo
Leipzig) contained up 5.7 times more Ti than the corresponding feeding type of Southern California
(Arnhold et al 2006). Liver and kidney of deer and pork from other areas contained considerable more
Ti than in the above mentioned animals (Schroeder et a. 1963). Furthermore, the feeding types took
effect on the Ti content of organ tissues. As a rule grass and roughage eaters stored less Ti in differ-
ent tissues than the other feeding types. This was true for adults ruminants as well as for neonatal
but to a lower extend. Except ribs and lungs neonatal ruminants accumulated significantly more Ti in
the organ tissues than adults.

Seite 150 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013




Arnhold et al.: Titanium status in ruminants and omnivores

Acknowledgements

The work was supported by the German Academic Exchange Service. We gratefully acknowledge the samples provided by the
Department of Pathology of Zoological Society of San Diego, Veterinary Service station Sacramento, and the Leipzig Zoo.

References

Anke, M. 2000: Ultratrace element intake depending on the geological origin of the habitat, time, sex and form of diet. In:
Seifert, M. et al (Eds) Mengen- und Spurenelemente, Author and Element Index 1981 — 2000. p. 11 - 19

Anke, M., Seifert, M. 2004: Titanium. In: Merian, E. et al (Eds) Elements and Their Compounds in the Environment. Volume 2:
Metals and Their Compounds. Wiley-VCH Verlag gmbH & co. KGaA, Weinheim, Germany p. 1125 - 1140

Arnhold, W., M. Anke, S. Gobel 2002: The copper, zinc, and manganese status in opossum and gray fox. Z. Jagdwiss. 48,
Suppl. 87 - 98

Arnhold, W., M. Anke, M. Seifert, S. Gobel 2006: Titanium status in ruminants. Mengen- und Spurenelemente. 23.
Jahrestagung.

Hofmann, R.R. 2000: The structure of digestive systems in the feeding of mammals: a comparative approach. In: Nijboer, J. et
al. (Eds): Zoo Animal Nutrition. Filander Verlag Fiirth, Germany. p. 163 — 181

Hofmann, R.R., Stewart, D.R.M. 1972: Grazer or browser: a classification based on the stomach structure and feeding habits of
East African ruminants. Mammalia 66: 44 — 50

Nielsen, F.H. 1987: Other elements: Titanium In: Mertz, W. (Ed.): Trace Elements in Human and Animal Nutrition. Academic
Press, Inc. San Diego, CA. Vol. 2. p. 446 - 447

Schroeder, H.A., Balassa, J.J., Tipton, I. 1963: Abnormal trace metals in man: Tianium. J. Chronical Disease 16, 55 - 69

Corresponding author

Winfried Arnhold

H. Wilhelm Schaumann GmbH

An der Miihlenau 4, D-25421 Pinneberg
E-mail: winfried.arnhold@Schaumann.de

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 151



Radko et al.: Untersuchungen zu Effekten einer erhéhten Biotin-Gabe in Kombination mit unterschiedlicher Zink-
Zulage (ZnO vs. Zn-Met 1:2 Komplex) auf die Entwicklung und Schweregrad der FuBballendermatitis von
Mastputen beim Einsatz diverser Einstreuarten

Untersuchungen zu Effekten einer erhohten Biotin-Gabe in
Kombination mit unterschiedlicher Zink-Zulage (ZnO vs. Zn-Met
1:2 Komplex) auf die Entwicklung und Schweregrad der FuBBbal-
lendermatitis von Mastputen beim Einsatz diverser Einstreuar-
ten

Dmytro Radko', Armin Miiller!, Amr-Ab Al-Wahab? und Josef Kamphues?

! Lohmann Animal Health GmbH, Cuxhaven, DE
2 Institut fiir Tierernahrung, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, DE

Einleitung

Die FuBballendermatitis (foot pad dermatitis, FPD) ist eine in der modernen Gefliigelhaltung weit ver-
breitete Erkrankung die mit einer nekrotischen Veranderung der FuBballenoberflache, die in schweren
Fallen mit eingeschrankter Bewegungsaktivitdt und Leistungsminderung einhergeht (Berg, 2004; Mart-
land 1984).

Bei Mastputen erreicht die Pravalenz bereits in der 16 Lebenswoche 97,9% bei den Truthahnen bzw.
96,4% bei Truthennen und zum Zeitpunkt der Schlachtung bis zu 100 % (Hafez et al., 2004; Kraut-
wald-Junghanns et al 2011). AuBer groBer wirtschaftlicher Bedeutung wird FPD vor allem in europai-
schen Landern als ein Kriterium zur Beurteilung des Wohlbefindens und Tierschutzstandards
verwendet und spielt in den Produktionsaudits eine entsprechende Rolle (Berg and Algers 2004). Ein-
streufeuchte wird als Hauptfaktor bei der Entstehung der FPD genannt (Allain et al., 2009; Martland et
al., 1985; Mayne 2005). Die Einstreufeuchte wird wiederum auf vielféltige Weise durch die Fiitterung
beeinflusst. Die Zusammensetzung des Futters und insbesondere die Erganzung mit Vitaminen und
Spurenelementen wie z.B. mit Biotin, Zink oder schwefelhaltigen Aminosauren spielt bei der Prophyla-
xe von FPD eine bedeutende Rolle (Chavez and Kratzer 1974; Jensen and Martinson; 1969; Mayne et
al 2007). Auch die Qualitdt bzw. Eigenschaften der Einstreu wie Struktur, PartikelgroBe, Wasserauf-
nahme und das Wasserabgabevermdgen ist ein wesentlicher Faktor in der komplexen FPD Pathogene-
se (Bilgili et al., 2009; Grimes et al., 2002). Vor diesem Hintergrund sollte in dem vorliegenden
Feldversuch mit Mastputen untersucht werden, inwieweit sich die zusatzliche bzw. bedarfsiiberschrei-
tende Dosierung von Biotin und Zink im Form von Zink-Methionin 1:2 Komplex unter dem Einfluss
verschiedener Einstreuarten (Hobelspane vs. Strohgranulat) auf die Entwicklung der FPD Problematik
und auf die Leistungsparameter der Tiere auswirkt.

Material und Methoden

Der Versuch wurde auf dem Lehr- und Forschungsgut Ruthe durchgefiihrt. Der Putenmaststall be-
stand aus zwei Stallhalften (Kontroll-/Versuchsfutter) mit jeweils separater Futterversorgung. In jeder
Stallhalfte wurde — zur zusatzlichen Priifung der unterschiedlichen Einstreu eine Unterteilung der Fla-
che und Tiere vorgenommen (Abtrennung in jeweils zwei Abteile Gber einen Drahtzaun).

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 2900 Puteneintagskiken (BIG 6) auf vier Gruppen aufgeteilt
(725/Abteil). Jedes Abteil hatte Fliche von ca. 236 m?.
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Der planbefestigte Boden war mit Hobelspanen (7,79kg/m?) bzw. Strohgranulat (8kg/m?) eingestreut.
Bis zum 37 Lebenstag (LT) wurde kein Einstreu neu hinzugefiigt, d.h. es wurde zunachst auf jegliches
Nachstreuen verzichtet.

Jeder Gruppe erhielt ein Alleinfutter (AF) ad libitum, dass sich nur in den Zusatzen von Zink (hier:
Gesamtgehalt) und Biotin (hier: Zulage) unterschied.

Gruppe 1: Zink 150mg/kg AF als Zink-Oxid + Biotin 300ug/kg AF (Hobelspéne)

Gruppe 2: Zink 150mg/kg AF als Zink-Oxid + Biotin 300ug/kg AF (Strohgranulat)
Gruppe 3: Zink 150mg/kg AF als Zink-Methionin + Biotin 2000ug/kg AF (Hobelspdne)
Gruppe 4: Zink 150mg/kg AF als Zink-Methionin + Biotin 2000ug/kg AF (Strohgranulat)

Wahrend des Versuchs wurden woéchentlich Parameter wie Trockensubstanz (T) in der Einstreu (%),
Hohe der Einstreu (cm) und Temperatur auf Einstreu (°C) untersucht. Nach 5 und 11 Wochen erfolgte
die makroskopische Untersuchung der FuBballen bei 160 Tieren bzw. 80 Tiere pro Abteil und zum
Zeitpunkt der Schlachtung 300 FiBen (Stander) pro Gruppe bzw. 150 FiiBen pro Abteil (Scores nach
Mayne et al. 2007). Der Nahrstoffgehalt aller eingesetzten Alleinfuttermittel (P1-P6) wurde nach We-
ender Analyse bestimmt.

Ergebnisse

Die Mischfutterzusammensetzung orientierte sich fiir die verschiedenen Mastphasen an praxisibliche
Werte und war in der Kontroll- und Versuchsgruppe nahezu identisch (Tabelle 1). Nur die zu priifen-
den Inhaltsstoffe unterschieden sich: im Kontrollfutter wurden bei der Verwendung von ZnO als Zn-
Quelle etwas niedrigere Zn-Werte (@P1-P6 133,6 mg/kg TS) wahrend im Versuchsfutter mit durch-
schnittlich 176,5 mg/kg TS etwas hohere Werte erreicht wurden. Die Biotin-Gehalte unterschieden
sich wie geplant ganz erheblich: wahrend in der Kontrollgruppe die analysierte Werte zwischen 485
und 1240 pg/kg AF variierten, war im Versuchsfutter ein héheres Niveau zu verzeichnen (1355-
2790 pg/kg AF). Bezlglich der Biotingehalte fiir die Phase 2 stehen noch Nachuntersuchungen aus,
deren Ergebnisse nachgereicht werden.

Bei der Bestimmung der Trockensubstanz der Einstreu konnten ab 35 Lebenstag die sogenannten
JKritische® flr die Entstehung der FPD pradisponierende Feuchte-Gehalte (d.h. 35% Feuchtigkeit und
mehr) ermittelt werden. In dem am Ende der Mast (LT 135) untersuchten Exkremente-Einstreu-
Gemisch konnten zwischen den Gruppen unabhdngig vom Futter und der Art der Einstreu keine Un-
terschiede festgestellt werden. So variierte der TS-Gehalt in der Kontrollgruppe von 48,6 bis 49,2%
und in der Versuchsgruppe zwischen 49,6 bis 49,9%. Auch bei der Messung der Temperatur (°C) auf
Einstreu konnten zu keinem Zeitpunkt Unterschiede festgestellt werden. So variierte die Temperatur in
den Abteile mit Hobelspanen zwischen 30,0 £ 0,66 am 7.LT und 21,3 + 2,25 °C am 70. LT, in den
Abteilen wo Strohgranulat zum Einsatz kam entsprechend zwischen 30,7 + 0,54 und 22,9 £+ 0,49°C.
Aus praktischer Sicht interessant sind die Ergebnisse der Einstreuhdhe: bei gleicher aufgegebener
Masse sind die Werte bei den Hobelspanen immer deutlich hdher (8,15 vs. 6,31 bzw. 7,74 vs. 5,94).

Hinsichtlich der FuBballengesundheit und in Abhangigkeit von der Nahrstofferganzung konnten fol-
gende Ergebnisse ermittelt werden (Abbildung 1).

Am 39.Lebenstag waren die Veranderungen an den FuBballen sehr gering. Bei Ublicher ZnO- und Bio-
tin-Erganzung ergaben sich mittlere Scores von 1,70a £ 0,78 (n=160), wahrend die Zn-Met- und hohe
Biotin-Ergdnzung zu Score-Werten im Mittel von 1,52a + 0,71 fiihrte, was einer Minderung des Scores
um ca.10% entsprach. Bei der zweiten FPD Beurteilung am 81.Lebenstag lagen die Mittelwerte bei
Tieren die das Kontrollfutter erhalten hatten bei 3,77 £ 0,65 und in der Gruppe deren Futter mit Zn-
Met und hohem Biotin-Zusatz erganzt wurde bei 3,93 £ 0,52. Schwere Veranderungen (Scores 6+7)
konnten zu diesem Zeitpunkt noch nicht festgestellt werden. Bei der Evaluierung der FuBballen-
gesundheit am Zeitpunkt der Schlachtung (142. LT) konnten zwei Hauptbefunde herausgestellt wer-
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den. Am Schlachthof zeigten sich nach Einsatz des Kontrollfutters mittlere Scores von 5,63 + 1,23
wahrend bei hoher Biotin-Zufuhr und Einsatz von Zn-Met niedrigere durchschnittliche Werte von 5,06
+ 1,24 zu beobachten waren.

Tabelle 1: Analyseergebnisse (Mittelwerte P1-P6) der in der Kontroll- und Versuchsgruppe (mit den
Untergruppen 1 und 2) verwendeten Alleinfuttermittel (Angaben in der TS)*

Gruppe Kontrolle" Versuch®
Parameter

TS g/kg us 890 + 8,42 893,0 + 5,22
XP g/kg 245 + 46,0 243,0 + 41,4
XL g/kg 65,6 £ 19,1 55,4 + 14,9
XF g/kg 27,8 + 2,69 23,9 + 2,76
NfE g/kg 490 + 36,1 509,3 + 44,8
Starke g/kg 424 £+ 62,1 427,2 + 75,8
ME g/kg 13,8 + 0,85 13,3 £ 1,16
Ca g/kg 12,4 + 3,87 12,5 + 3,15
P g/kg 8,20 + 1,89 8,62 £ 2,69
Na g/kg 1,70 + 0,53 1,58 + 0,47
Cu g/kg 20,5 £ 5,45 20,0 + 3,76
Zn g/kg 134 + 37,1 176,5 £ 15,5
Lysin g/kg 14,5 + 3,58 15,1 + 4,75
Met g/kg 4,78 + 1,83 4,56 + 1,38
Cys a/kg 3,94 £ 0,60 3,71 £ 0,47
Biotin ug/kg 806 + 316 2090 = 525
“n=6

Sehr interessant sind die Veranderungen bei den Frequenzen hochgradiger FuBballenveranderungen:
nach Einsatz des Kontrollfutters waren bei 57,7% der FuBballen hochgradige Veranderungen zu se-
hen, wahrend derartige Lasionen nach Einsatz des Versuchsfutters deutlich weniger frequent auftraten
(37,3%). Zur Schlachtung wurden mittlere Kérpermassen von 20,7 kg in der Kontroll- und 21,6 kg in
der Versuchsgruppe ermittelt werden.

Die Verlustrate lag in der Kontrollgruppe bei 13,0% (188 Tiere) in der Gruppe die das Versuchsfutter
bekam bei 8,69% (126 Tiere). Die forcierte Biotinergdnzung hatte auch entsprechende Veranderun-
gen im Biotin-Gehalt des Blutes zu Folge. So stieg der Wert am Zeitpunkt der Schlachtung im Ver-
gleich zu Kontrollgruppe um den Faktor 2,5 signifikant an. Der Mittelwert (n=6) betrug in der
Kontrollgruppe 426° £ 97,9 ng/dl und in der Versuchsgruppe entsprechend 1071% + 67,2 ng/dl.

Diskussion

In der vorliegenden Studie fihrte der Zusatz von Zink in Form von Zink-Methionin 1:2 Komplex zu-
sammen mit hoher Biotin-Gabe zum Putenfutter (P1-P6) zu einer signifikanten Minderung der Schwere
der FuBballendermatitis zum Zeitpunkt der Schlachtung. So konnten die positiven Ergebnisse aus den
Versuchen mit Masthahnchen auch unter Feldbedingungen bei der Pute bestatigt werden (Kamphues
2012)

In den Versuchen von Youssef et al. (2011) wurde die Frage der Zinkergénzung als MaBnahme gegen
FPD bei normaler und sehr feuchter Einstreu bei den Mastputen bereits gepriift. So minderte die Zin-
kerganzung als Zn-Aminosauren-Chelate in Kombination mit hohem (2000 pg/kg AF) Biotin-Gehalt auf
insgesamt 145 mg Zn/kg AF deutlich den Schweregrad der FPD (Scores von 2,0 auf 0,9 am 42. LT),
diese Wirkung wurde im Gegensatz zu dem vorliegenden Befund bei hohem bzw. praxisrelevanten
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Feuchtegehalt in der Einstreu nicht nachweiBbar. Bilgili (2009) konnte jedoch die positiven Effekte aus
der vorliegenden Studie lber einer Erganzung mit Zink aus organischen Quellen auf die FuBballen-
gesundheit unter dem Einfluss einer hohen Besatzdichte bestdtigen. Manangi et al (2010) zeigte in
einem breit angelegten Feldversuch mit Broilern, dass organische Zinkquellen im Vergleich zu den
anorganischen eine deutlich héhere Verdaulichkeit aufweisen und entsprechend besser bioverfligbar
sind was den positiven Effekt auf FPD untermauert.
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Abbildung 1: Einfluss der unterschiedlichen Behandlung (Zn-/Biotin-Zusatz) auf die
FuBballengesundheit bei Mastputen (Scores nach Mayne et al., 2007; Vorkommen von gering-, mittel-
und hochgradigen Verdnderungen) zum Zeitpunkt der Schlachtung (LT.142)

Eine besondere Erklarung dieser gilinstigen Effekte kann auch die Rolle der Methioninergdnzung bei
den Mastputen liefern. So fiihrte der Einsatz einer Mischfutterrezeptur die auf Sojaschrott und hohen
Maisanteilen basierte und unzureichend mit Methionin erganzt wurde zu einer Verschlechterung der
FPD FuBballengesundheit bei den Jungputen. DL-Methionin erwies sich dagegen als eindeutig giinsti-
gere Variante im Vergleich zu den Methionin-Hydroxy-Analoga in Bezug auf FPD Prophylaxe (Chavez
und Kratzer (1974).

Durch Verénderungen in der Mischfutterrezeptur kann man die FuBballengesundheit in einer Mastpu-
tenherde positiv beeinflussen. Diese Zusatzstoffe kdnnen insbesondere dann verwendet werden wenn
es bestandsspezifisch eine FPD Problematik und entsprechender Bedarf an flankierenden MaBnahmen
gibt.
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Einleitung

Ein hoheres genetisches Wachstumspotential und ein verbesserter Gesundheitsstatus ermdglichen
héhere Zunahmen bei Mastschweinen. Dadurch steigt der Tagesbedarf an Nahrstoffen und Energie.
Einige Nahrungsbestandteile, die Gber den Bedarf und die lblichen Sicherungszusatze hinaus verab-
reicht werden, kénnen zu héheren Leistungen und besserem Gesundheitsstatus flihren.

Leistungssteigerungen traten bei Vitamingaben auf, die die Empfehlungen der GfE und des NRC (ber-
trafen (COEHLO 2001). Hohe Vitamin-B-Konzentrationen im Futter verbesserten bei Schweinen den
Magerfleischanteil, den Gesundheitsstatus und die Lebendmassezunahmen (STAHLY und COOK 1996,
LUTZ und STAHLY 1998, COEHLO 2001, LUTZ et al. 1999, 2002, WEIB und QUANZ 2003). Es wird
angenommen, dass Schweine mit hohem Proteinbildungsvermdgen auch einen hoheren Bedarf an B-
Vitaminen aufweisen. Jedoch wurden diese Befunde hauptsachlich an Ferkeln gewonnen (CLINE and
HILL 2002).

Ziel der Untersuchungen war, den Einfluss erhéhter Vitamin B- Mengen im Futter auf die Mastleistung
von Schweinen an der Thiiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft Jena (TLL) und unter Praxis-
bedingungen zu tberpriifen.

Material und Methoden

Fiitterungsversuche

In der Thiringer Landesanstalt fiir Landwirtschaft Jena (TLL) wurden zwei Versuche mit 16 mannlich
kastrierten Mastschweinen je Gruppe durchgefiihrt. Die Einstallung der Tiere in den Maststall erfolgte
bei Einzelhaltung im Alter von 10 Wochen mit einer mittleren Kérpermasse von 27,2 kg (Versuch 1)
bzw. 28,2 kg (Versuch 2). Die Schweine konnten das schrotférmige Futter ad libitum aufnehmen. Die
Futterreste wurden am Ende der Vormast und der Endmast zuriickgewogen. Die Tiere erhielten eine
Vormast- und Endmastmischung aus Getreide und Getreideprodukten, Soja- und Rapsextraktions-
schrot, Erbsen, Soja6l und Mineralstoffmischungen ohne B-Vitamine. Die analysierten Nahrstoffgehalte
der einzelnen Fltterungsgruppen stimmten relativ gut tiberein (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe der verwendeten Futtermischungen pro kg Futter

Parameter Versuch 1 Versuch 2
Vormast Endmast Vormast Endmast
Umsetzbare Energie, MJ / kg 13,7 13,3 13,7 13,1
Rohprotein, % 19,4 16,0 17,8 16,1
Lysin, % 1,18 0,96 1,11 0,94
Methionin/Cystin, % 0,70 0,60 0,65 0,56
ME: Lysin; 1: 0,86 0,72 0,81 0,72

Die Rationen differierten zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe lediglich in unterschiedlich hohen
Zusatzen an B-Vitaminen (Tabelle 2). Die Zulagen entsprachen in den Kontrollgruppen der Vitamin B-
Supplementierung der Mastleistungspriifung des Landes Thiringen und in den Zulagegruppen etwa
der achtfachen B-Vitaminisierung der zum Versuchszeitpunkt glltigen amerikanischen NRC-Normen
(NRC 1998).

Tabelle 2: Vitamin B-Ergdnzung des Mischfutters (mg / kg Mischfutter)

Vitamin Kontrollgruppe Gruppe mit erhéhter Vitamin B-Zulage
B1 - 3,0

B2 1,5 15,5

B6 - 2,0

B12 0,010 0,072

Nikotinsdure 18 94

Pantothensaure 3,0 56

Folsaure - 2,0

Biotin - 0,050

Praxistests

Drei Fltterungsversuche (A; B und C) wurden 2006, 2007 und 2008 in der Schweinemastanlage der
Agrar- und Tierzuchtgenossenschaft ,Grabfeld" e.G. Behrungen, Thiiringen durchgefiihrt. Diese be-
steht aus 7 Mastabteilen mit durchschnittlich 300 Mastplatzen.

In die Versuchsgruppen wurden insgesamt 949 Mastschweine (Pi x DE/DL) und in die Kontrollgruppen
718 Tiere zu je ca. 52 bzw. 25 Stiick eingestallt. Alle Mastschweine wurden an diesen Tagen bei der
Einstallung gruppenweise gewogen und nach Geschlechtern getrennt aufgestallt. Die Einstallungsge-
wichte betrugen in der Versuchsgruppe im Mittel 34,2 kg/Tier und in der Kontrollgruppe im Mittel
33,0 kg/Tier.

Die Schlachtung erfolgte in zwei Schlachthéfen in Thiiringen. Am Schlachtband erfolgte die Zuordnung
der vor der Verladung gekennzeichneten Tiere zu den einzelnen Gruppen. Anhand der vorliegenden
Schlachtergebnisse wurde die Auswertung nach Zuwachs, Klassifizierung, Haltungsdauer, nach Futter-
tagen flr jedes Ventil, getrennt nach Versuchsgruppe und Kontrollgruppe sowie nach Geschlecht vor-
genommen. Der Futterverbrauch wurde anhand der im Produktionsprozess erfassten Daten
ausgewertet. Bei der Ermittlung der Futtertage wurden der Einstalltag und der Schlachttag nicht mit-
gerechnet.

Die Fiitterung erfolgte Uber eine Flissigfiitterungsanlage mit Kurztrog und Sensor in zwei Abschnitten
(Einstallung bis 65 kg Lebendgewicht und 65 kg bis zur Ausstallung im Mittel mit 115,9 kg/Tier in bei-
den Gruppen). Bis zu 10 Portionen je Tag konnten von den Schweinen abgerufen werden. Das Tier-
Fressplatzverhaltnis betrug 4:1. Die Fiitterung erfolgte bei den Sauen ad libitum und bei den mannli-
chen Kastraten 2006 und 2007 restriktiv und 2008 ad libitum.
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Die zwei Gruppen erhielten in der Vor- und Endmast die im Betrieb Ubliche Futterration aus Gerste,
Weizen, Tritikale und EiweiBerganzer. Die mittleren Gehalte der Inhaltsstoffe der Rationen sind in
Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Inhaltsstoffe der verwendeten Futtermischungen pro kg Futter

Vormast Endmast
Umsetzbare Energie, MJ / kg 13,1 12,8
Rohprotein, % 17,5 16,5
Lysin, % 1,1 1,0
Methionin/Cystin, % 0,66 0,61
ME: Lysin; 1: 0,84 0,78

Fir die Vor- und die Endmast wurde jeweils ein auf den Mastabschnitt abgestimmter Ergénzer ver-
wendet, der in Kontroll- und Versuchsgruppe unterschiedlich hohe Konzentrationen an B-Vitaminen
enthielt. In den Kontrollgruppen entsprachen die Vitamin B-Konzentrationen den in der Praxis Ublichen
Werten. Die Schweine in den Zulagegruppen erhielten in modifizierter Form die Vitamin B-
Konzentrationen, die in den Versuchen in Jena verabreicht wurden.

Ergebnisse

Fiitterungsversuche

Die Mastleistungen und die erfassten Schlachtkérpermerkmale waren bei hohem Leistungsniveau nicht
signifikant von der Vitamin B-Versorgung abhangig (Tabelle 4). Die hoéhere Vitamin B-Versorgung
fihrte im Mittel der beiden Versuche zu keiner Veranderung in der Futteraufnahme, zu 1 % erhdhter
Koérpermassezunahme bei 1 bzw. 2 % verbessertem Futteraufwand. Der Magerfleischanteil verbesser-
te in der Versuchsgruppe in beiden Versuchen um 1,2 bzw. 0,7 %-Punkte.

Tabelle 4: Einfluss einer Vitamin B-Zulage auf die mittlere Mastleistung und den Magerfleischanteil
bei Mastschweinen

Mastschweine Kontrolle Zulage P %Y
(16;16) s | X X | s
Futteraufnahme (kg / Tier und Tag)
Versuch 1 0,94 2,82 2,79 0,93 n.n. 99
Versuch 2 0,97 2,92 2,91 0,97 n.n. 100
Masttagszunahme (g / Tier und Tag
Versuch 1 69 945 959 64 n.n. 101
Versuch 2 64 980 991 98 n.n. 101
Futteraufwand (kg / kg Masttagszunahme)
Versuch 1 0,99 2,98 2,91 0,97 n.n. 98
Versuch 2 0,99 2,97 2,93 0,98 n.n. 99
Magerfleischanteil ( % )
Versuch 1 2,1 55,0 56,2 2,7 n.n. 102
Versuch 2 1,7 54,0 54,7 3,2 n.n. 101

U Kontrolle = 100 %, Zulage = x %
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Praxistests

Auch in den Praxistests beeinflusste der erhdhte Gehalt an B-Vitaminen im Schweinemastfutter den
Futterverzehr nicht. Die mittlere tagliche Lebendmassezunahme beider Geschlechter lag in der Ver-
suchsgruppe 10 bis 26 g hoher als in der Kontrollgruppe (Tabelle 5).

Tabelle 5: Einfluss einer Vitamin B-Zulage auf die Lebendmassezunahme von Mastschweinen
(g / Tier und Tag)

Mastschweine Kontrolle Zulage P %Y
(n;n) s X X s

A (224;251) 229 722 732 232 n.n. 101
B (253,;462) 224 707 733 232 < 0,05 104
C (242,238 238 751 775 246 < 0,001 106

L Kontrolle = 100 %, Zulage = x %

Wurden beide Geschlechter getrennt ausgewertet, ergab sich bei den Bdrgen eine deutlichere Verbes-
serung der Lebendmassezunahme als in der Kontrollgruppe sowohl bei restriktiver als auch bei ad
libitum Fltterung (Tabelle 6), wahrend die Vitamin B-Zulagen bei den Sauen keine signifikante Veran-
derung bewirkten.

Tabelle 6: Einfluss einer Vitamin B-Zulage auf die Lebendmassezunahme von Bérgen (g / Tier und
Tag)

Fltterung (n;n) Kontrolle Zulage P %
S X X S

Restriktiv (201; 333) 218 668 762 242 < 0,001 111

Ad libitum (118;121) 244 768 822 261 < 0,001 107

P < 0,001 < 0,001

% 112 108

Kontrolle = 100 %; Zulage = x %; restriktiv = 100 %; ad libitum = x %

Die Vitamin B-Zulage fiihrte im Mittel beider Geschlechter zu statistisch gesichert 0,6 bzw. 0,9 hohe-
ren Prozentpunkten im Magerfleischanteil im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Einfluss einer Vitamin B-Zulage auf den Magerfleischanteil Mastschweinen (%)

Mastschweine (n;n) Kontrolle Zulage P Differenz
S X X S
A gesamt (227;244) 3,2 57,1 58,0 3,1 < 0,001 +09
Sauen (114;123) 2,8 58,5 59,3 2,6 < 0,05 + 0,8
C gesamt (241;236) 2,8 57,5 58,1 2,9 < 0,05 +0,6
Sauen (123;117) 2,5 58,7 59,2 2,3 n.n. +0,5

Auch mit ad libitum Fitterung der Bérge waren immerhin noch 0,8 Prozentpunkten mehr Mager-
fleischanteil bei Vitamin B-Zulage trotz der héheren Lebendmassezunahme erzielt worden (Tabelle 8).
Die ad libitum Fiitterung verschlechterte den Magerfleischanteil im Vergleich zur restriktiven Fiitterung
nicht. Der héhere Magerfleischanteil der Mastschweine in den mit Vitamin B supplementierten Grup-
pen fiihrte auch zu einer besseren Einstufung in die bis 2011 in Deutschland giiltigen Schlachtwert-
klassen.
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Tabelle 8: Einfluss einer Vitamin B-Zulage auf den Magerfleischanteil von Borgen (%)

Fiitterung (n;n) Kontrolle Zulage P Differenz
S X X s

Restriktiv (113; 121) 2,8 55,6 56,7 3,0 < 0,05 +1,1

Ad libitum (118;121) 3,0 56,2 57,0 3,0 < 0,05 +0,8

P n.n. n.n.

Differenz + 0,6 + 0,3

Kontrolle = 1; Zulage = x; restriktiv = 1; ad libitum = x

Diskussion

Die Zulage von Vitaminen des B-Komplexes auf die ca. 8-fache Menge der NRC-Normen fiihrte in zwei
Fltterungsversuchen im Trend zu einer héheren Masttagszunahme und zu einem verbesserten Futter-
aufwand. Dass die Ergebnisse nicht statistisch gesichert werden konnten, lag zum groBten Teil an der
relativ geringen Zahl von nur 16 Tieren pro Gruppe in den Versuchen.

Unter Praxisbedingungen (3 Versuche in einem Betrieb) wurde durch die Vitamin B-Zulage ein verbes-
sertes Ergebnis in der Schweinemast erzielt. Im Mittel nhahmen die mit Vitamin B supplementierten
Mastschweine 10 - 26 g mehr pro Tag. Im Mittel beider Geschlechter wiesen die Tiere der Zulage-
gruppe einen signifikanten um 0,9 Prozentpunkte hoheren Magerfleischanteil und somit eine bessere
Einstufung in die bis 2011 glltige Handelsklasse E auf als die Kontrolltiere. Diese Ergebnisse bestati-
gen in der Tendenz die unter Versuchsbedingungen erzielten Resultate der Landesuntersuchungsan-
stalten in Sachsen und Hessen (ALERT et al. 2005, Wei und Quanz 2003). Die unterschiedliche
Reaktion der Geschlechter auf die Vitamin B-Zulage in diesen Praxisversuchen bedarf der Bestdtigung
in weiteren Versuchen und wiirde den 6konomischen Nutzen einer getrennt geschlechtlichen Mast
unterstreichen. Uber die Ursachen kann nur spekuliert werden. Entweder reagieren die Mastschweine
auf eine erhéhte Vitamin B-Zulage bei ad libitum und restriktiver Flitterung unterschiedlich oder der
geschlechtliche Unterschied im Proteinbildungsvermégen wird durch die Vitamin B-Zulage verstarkt.

Besonders bei Schweinen mit hohem Proteinansatzvermdgen steigerte eine Vitamin B-Zulage die Le-
bendmassezunahme mehr als bei Genotypen mit mittleren Ansatzvermégen (STAHLY et al. 1995). Die
Erhdéhung einzelner Vitamine wie Folsdaure, Niacin oder Thiamin fiihrte zu keiner Verbesserung der
Mastleistung (LUTZ et al. 1999), wahrend bei hoheren Pyrodoxinkonzentrationen im Futter bessere
Lebendmassezunahme verzeichnet wurden (LUTZ und STAHLY 1998). Die Zulage von Pantothensaure
veranderte weder Lebendmassezunahme noch Futteraufwand, verbesserte aber den Magerfleischan-
teil und reduzierte die Rickenspeckdicke (STAHLY und LUTZ 2001, AUTREY et al. 2002). Fir einen
gesteigerten Proteinansatz sind (ber den gegenwartigen Normen liegende Gaben an B-Vitaminen
notwendig. Diese scheinen nicht mit einer hdheren Energieaufnahme oder einem hoheren Energiean-
satz zusammenzuhangen, sondern aus Veranderungen im Stoffwechsel zu resultieren (STAHLY et al.
2007).

Die positive Wirkung von erhdhten Vitamin B-Gaben scheint unter Stressbelastung hoher zu sein
(COEHLO 2001).

Fir Praxisempfehlungen bedarf es einer Bestatigung dieser Ergebnisse durch weitere Versuche.
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Introduction

In broiler production, the continued strive for increased performance due to genetic improvement has
led to increased issues with the broiler health status, in particular gut health. An impaired gut health
not only leads to reduced technical and economic performance, but also to wet litter issues. The latter
impacts the occurrence of food pad lesions in broilers, a topic which has drawn large attention by the
public as it is seen as an indicator for animal welfare. Therefore managing gut health by nutritional
ways is largely studied.

A special Mannan Rich Fraction (MRF) is considered to be a "growth permitter" through its role in
immune modulation and improved intestinal health. Statistical meta-analyses of results from 18 broiler
pen trials and a few field trials published during 2009-2012 using dietary MRF (200-800 g/T) compar-
ing to an antibiotic free control showed that at an average broiler age of 41.72 days (n=29), MRF
significantly and beneficially changed body weight by +0.80 kg (+3.34%), FCR or F/G ratio by -0.033
(-1.84%), and mortality % by -0.80 (-12.5% relative to the negative control) (Hooge et al., 2013).

Materials and methods

In this study, the use of a Mannan Rich Fraction (Actigen™, Alltech, Inc., Nicholasville, Kentucky, USA)
on performance and food pad lesions using a pen trial combined with a large barn trial was investi-
gated.

In the pen trial, six pens per treatment with 60 broilers per pen grown in a commercial broiler house
in which the barn trial was also conducted. Feeds were wheat soy based and fed ad /ibitum. A three
phase feeding strategy was used: starter (day 0-7), grower (day 8, including 5.9 % whole wheat grain
till day 16 and thereafter 16.6 % until day 28) and finisher (day 29-34 (21.9 % whole wheat grain).
Half of the pens were used as the control group, while in the feed for the other pens MRF was includ-
ed at 800 g/T in starter, 500 g/T in grower and 300 g/T in finisher. Growth, feed intake and feed con-
version ratio (FCR) after every feeding phase.

In the barn trial, half of the broiler house served as control (21,800 broilers) while the other half
served as treatment (27,000 broilers MRF). Feed and treatments were similar as in the pen trial.
Growth, feed intake, feed conversion and mortality were measured for the whole trial period. Food
pad lesions (at 32 days of age) were conducted according to the official Danish method: 100 birds per
treatment scored and points attributed scoring after which the points were totaled (max 200 points for
100 broilers): no lesions: 0 point; minor superficial damage: 0.5 point and severe damage: 2 points.
Total points can vary between 0 and 200 for 100 broilers, 40 is max. legally allowed.
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Results and discussion

The results of the pen trial are given in Table 1. Technical results were quite high. Despite the fact
that there were no statistical differences, MRF led to an improved end weight of +35 g (+ 1 g/a/d),
which was mainly due to strong growth during the final 6 days of the trial (+ 3.8 g/d). FCR was im-
proved 3 points. Economic calculation revealed a profit of €25.80 per 1,000 broilers produced.

Table 1: Effect on MRF on the technical performance in the pen trial

Day Control MRF Diff.
Weight (g) 7 203 203
28 1703 1715 12
34 2165 2200 35
Growth (g/a/d) 0-7 23.3 23.3
0-28 59.4 59.8 +0.4
28-34 77 80.8 +3.8
0-34 62.5 63.5 +1.0
FCR 0-7 0.85 0.81 -0.04
0-28 1.41 1.40 -0.01
0-34 1.50 1.47 -0.03

The technical results of the barn trial were quite similar to the pen trial reaching > 2,100 g life weight
at 34 days with a FCR of approximately 1.6 (Table 2). Again, MRF reduced the FCR by 5 points, alt-
hough the FCR was already quite low for the control group. The mortality was reduced by 0.6 %.
Total food pad lesions scores were 45 for the control group but only 3 in the MRF group. This indi-
cates that MRF reduced wet litter and thereby little or no damage of the food pads or hocks occurred
(Figure 1). Economic calculation revealed a profit of €27.80 per 1,000 broiler produced.

Table 2: Effect on MRF on the technical performance in the barn trial

Control MRF Difference
No. of animals 21800 27000
Weight at slaughter (g) 2118 2135 17
FCR 1.61 1.56 -0.05
FCR at 2200 g 1.62 1.57 -0.05
Mortality (%) 3.9 3.3 -0.6
Food pad lesions (total no. of points) 45 3 -93%
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Figure 1: Total food pad lesion scores at 32 days of age

Conclusion

It can be concluded from this study that MRF (a) improved end weight by 17-35 g at 34 days of age,
(b) reduced overall FCR by 3 to 5 points, (c) reduced mortality and (d) strongly reduced the food pad
lesion score.

References

Hooge D.M., Kiers A., and Connolly A. (2013): Meta-Analysis Summary of Broiler Chicken Trials with Dietary Actigen™ (2009-
2012). J. Anim. Science, Submitted.

Corresponding author

Dipl. Agr. Biol. Louisa Haidle

Beratung und Vertrieb Osterreich

Alltech (Deutschland) GmbH

Wiesenstr. 21 (W21); D- 40549 Disseldorf
E-mail: Ihaidle@alltech.com

Seite 166 12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013



Schieder et al.: Lignocellulose Formulierung mit Amylase-hemmender Wirkung in vitro und in vivo

Lignocellulose Formulierung mit Amylase-hemmender Wirkung
in vitround in vivo

Carina Schieder?, Johann Gasteiner?, Arthur Kroismayr?, Ernst Leidinger?,
Peter Ludwig®, Nina Neufeld® und Werner Zollitsch!

! Institut fiir Nutztierwissenschaften, Department fiir Nachhaltige Agrarsysteme, Uni-
versitat flir Bodenkultur Wien, AT

2 Lehr- und Forschungszentrum Raumberg-Gumpenstein, AT

3 Agromed Austria GmbH, AT

*Invitro, Veterinarlabor, AT

> Animal Nutrition Research Center, AT

Abstract

Change in genetics, increasing milk yield and fattening performance provoke a trend to high-energy
feed rations for ruminants. Easily fermentable carbohydrates are a challenge for the physiological
fermentation and digestion in the rumen. Excessive carbohydrate degradation causes imbalance of
rumen flora and pH resulting in health disorders like acute and subacute rumen acidosis. Scientific
background of the presented investigations was the assumption that amylase inhibiting substances
may slow down carbohydrate degradation in the rumen and therefore have positive effects on rumen
pH. The test substance was a lignocellulose with natural amylase inhibiting properties due to the se-
lected raw material source. According to the mode of action claimed by the manufacturer the amylase
inhibiting effect develops at decreasing pH but not at physiological rumen pH. Amylase inhibition in
rumen fluid was proven in vitro initially. In the /n vivo trial with four oxen and two cows only one cow
developed a tendency to moderate acidosis as a result of a carbohydrate-rich diet. In this animal pH
was higher during the trial periods (with supplementation of lignocellulose) in comparison with the
control period. The test substance did not affect the physiological pH in the other five animals.

Einleitung

Die Fermentationsvorgange im Pansen bedingen eine groBe physiologische Schwankungsbreite des
intraruminalen pH-Bereichs von 5,5 bis 7,0 (Oetzel, 2007). Nach jeder Mahlzeit kommt es unweigerlich
zu einem gewissen Abfall des pH-Wertes, der sich aber durch kérpereigene Puffersubstanzen wieder
normalisieren sollte.

Um den Anforderungen, welche die veranderten genetischen Rahmenbedingungen sowie eine stetig
steigende Milch- und Mastleistung vorgeben, gerecht zu werden, besteht ein Trend zu energiereichen
Kraftfutterrationen bei Wiederkduern. Eine vermehrte Verflitterung leicht verdaulicher Kohlenhydrate
stellt eine Belastung fiir die physiologischen Verdauungsvorgange und die Pufferkapazitat im Pansen
dar. Ein rascher Kohlenhydratabbau fiihrt zu einer Verschiebung von Pansenflora und pH-Wert. Unter-
schieden werden die Krankheitsbilder von akuter Pansenazidose und subakuter Pansenazidose (SARA -
subacute rumen acidosis). Die akute Pansenazidose ist durch einen einmaligen, raschen und massiven
pH-Abfall in einen Bereich von 5,0 und darunter gekennzeichnet, der mit einem intraruminalen Anstieg
an Milchsaure einhergeht (Nocek, 1997). Die Folge ist eine Stoffwechselentgleisung des Tieres beglei-
tet von Anorexie, Diarrhoe und Festliegen mit eventuell letalem Ausgang. Im Gegensatz dazu ist SARA
gekennzeichnet durch das wiederkehrende Auftreten moderater azidotischer Phasen. Als Grenzwerte
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werden von verschiedenen Autoren pH-Schwellen von 5,6 bis 5,8 angegeben (Cooper et al., 1999;
Beauchemin et al., 2003; Gozho et al., 2005). Wiederkehrende azidotische Perioden unter diese pH-
Wert Grenzen, insbesondere wenn sie mehrere Stunden pro Tag bestehen bleiben, werden als SARA
definiert. Da das Pansenepithel nicht durch eine Mukusschicht geschiitzt ist, verursachen die wieder-
kehrenden Siureattacken Entziindungen (Ruminitis), wodurch ein Ubertritt von Bakterien aus dem
Pansen in den Blutkreislauf ermdglicht wird. Diese Bakterien stellen wiederum eine gesundheitliche
Belastung dar und wirken als Pradispositionsfaktor fiir weitere chronische Gesundheitsstérungen (Le-
berabszess, Laminitis, Fruchtbarkeitsstorungen; Nocek, 1997). Weiters ist SARA auch ein Risikofaktor
flr das Entstehen einer akuten Pansenazidose.

Zur Beherrschung des Problems werden insbesondere MaBnahmen im Flitterungsmanagement sowie
die Gabe von Puffersubstanzen (beispielsweise Natriumbicarbonat) herangezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurde von der Uberlegung ausgegangen, dass Substanzen mit Amylase-
hemmender Wirkung in der Lage sind, den Kohlenhydratabbau im Pansen zu verlangsamen und sich
somit positiv auf die pH-Stabilitédt und die Kohlenhydratverdauung auswirken.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die ersten /n vitro und /n vivo Versuche mit einer Lignocellulose, die
aufgrund ihrer Rohstoffquelle (iber Amylase-hemmende Eigenschaften verfigt.

Material und Methoden

Testsubstanz: Bei der Testsubstanz handelt es sich um Lignocellulose. Lignocellulose ist ein Futtermit-
telausgangserzeugnis, das aus unbehandeltem Frischholz hergestellt wird. Laut Hersteller enthdlt das
Produkt aufgrund seiner artspezifischen Herkunft natiirliche Amylase-hemmende Inhaltsstoffe, die im
suboptimalen pH-Bereich von 5,8 und darunter ihre Wirkung entfalten. Die vom Hersteller empfohlene
Dosierung liegt fiir Milchkiihe bei 30-60g pro Tier pro Tag und fiir Mastrinder bei 15-25g pro Tier pro
Tag.

In vitroVersuch

Die Amylase-hemmende Wirkung der Testsubstanz in Pansensaft wurde untersucht. Einem gesunden,
pansenfistulierten Ochsen wurde Pansensaft enthnommen und sofort filtriert, um die festen Bestandtei-
le von der fllissigen Phase zu trennen. Der Pansensaft wurde tiefgefroren in das Labor transportiert.
Im Labor wurden die Proben im kalten Wasserbad aufgetaut und in Probenmengen von jeweils 10ml
aufgeteilt. Fir den Versuch wurden zu 10ml Pansensaft 0,5g der Testsubstanz eingewogen und in
einem Magnetrihrer bei 39°C fiir insgesamt 4 Stunden geriihrt. Nach einstiindiger Inkubationszeit
wurde der Uberstand in halbstiindlichen Intervallen hinsichtlich Amylaseaktivitit untersucht. Hierzu
wurden jeweils 200ul abpipettiert und der Analyse zugefiihrt. Weitere Probenfraktionen wurden paral-
lel dazu identisch behandelt, aber ohne Zusatz der Testsubstanz. Diese Proben dienten als Kontroll-
gruppe. Zur Messung der Amylaseaktivitdt wurde die kinetische Maltotriose Methode gewahlt. Hierbei
katalysiert alpha-Amylase die Hydrolyse des Substrats Maltotriosid (CNPG3), wobei (CNP), 2-Chloro-4-
Nitrophenyl-alpha-D-Maltosid (CNPG2), Maltotriose (G3) und Glukose entstehen. Nach 70 Sekunden
wird die Extinktion von 2-Chloro-4-Nitrophenol kinetisch bei 405nm und 577nm bichromatisch gemes-
sen. Durchgefiihrt wurde die photometrische Bestimmung mit dem automatisierten, chemischen Ana-
lysegerdt Dimension RxL (Siemens Diagnostics). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert aus
Doppelbestimmungen errechnet.

In vivoVersuch

Tiere: Der Fitterungsversuch wurde im Lehr- und Forschungszentrum Raumberg-Gumpenstein im
Rahmen einer Masterarbeit der Universitdt flir Bodenkultur Wien durchgefiihrt (Schieder, 2012). Bei
den Versuchstieren handelte es sich um drei pansenfistulierte Braun Swiss Ochsen, einen pansenfistu-
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lierten Holstein Friesian Ochsen, eine trachtige Holstein Friesian Kuh sowie eine leerstehende Holstein
Friesian Kuh. Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt, die dann im 3x3-Lateinischen Quadrat den
Versuch durchlaufen haben (Tabelle 1). Jeweils die erste der drei Wochen einer Versuchsperiode wur-
de als Adaptationszeit gewertet, die beiden verbleibenden Wochen wurden als Versuchsphasen defi-
niert.

Tabelle 1: Versuchsdesign: Einteilung der Versuchsphasen

Kontrollperiode 30g Testsubstanz 60g Testsubstanz
ohne Testsubstanz
Periode 1 (19.12.11-1.1.12) Tier 142 Tier 3+4 Tier 5+6
Periode 2 (9.1.12-22.1.12) Tier 3+4 Tier 5+6 Tier 1+2
Periode 3 (30.1.12-12.2.12) Tier 5+6 Tier 142 Tier 344

Pansensensor und Datenerhebung: Allen Versuchstieren wurde vor Versuchsbeginn je ein Pansen-
sensor eingegeben. Pansensensoren zeichnen laufend pH-Wert und Temperatur im Retikulorumen auf
und senden die Werte periodisch an ein externes Empfangsgerat. Die dort gespeicherten Daten kén-
nen computertechnisch ausgewertet und als pH- und Temperaturkurven dargestellt werden (Gasteiner
et al., 2012; Schneider, 2010). Die Auswertung der Messdaten der Pansensensoren wurde mit der
statistischen Analysesoftware SAS 9.2 durchgefiihrt.

Futter und Fiitterungsmanagement: Die Tiere wurden zweimal taglich gefittert. Die Futterkomponen-
ten wurden zu jeder Mahlzeit eingewogen und tierindividuell in Wannen vorgesetzt. Die Ration ist der
Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Futterration pro Tag

Futtermittel Anteil in Ration Frischmasse Trockenmasse Trockenmasse Auf-
in % in kg in kg nahme in kg

Maissilage 50 18,2 33,0 6,0

Heu 10 1,4 86,5 1,2

Kraftfutter 40 5,5 88,0 4,8

Kraftfutterzusammensetzung: je ein Drittel Gerste, Weizen, HP Sojaextraktionsschrot

Ergebnisse

In vitro Versuch: Der beschriebene /n vitro Versuch gibt Aufschluss lber eine Amylase-hemmende
Wirkung der Testsubstanz. Innerhalb der ersten drei Stunden der Inkubationszeit wurde die Amylase-
aktivitét im Pansensaft durch die Testsubstanz um rund 25 Prozent verringert. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3 dargestellt.

In vivo Versuch: Die Ergebnisse wurden bereits in einer friiheren Arbeit umfassend dargestellt (Schie-
der, 2012). Die Pansensensoren haben gemaB den Herstellerangaben fiir eine Dauer von mindestens
50 Tagen Daten aufgezeichnet. Ein Pansensensor hat gerade mit dem 50. Tag seine Aktivitdt einge-
stellt. Zu diesem Zeitpunkt befand sich das Versuchstier noch im letzten Versuchsabschnitt, gemaB der
Versuchsanordnung in der Periode mit einer Supplementierung von 30g Testsubstanz pro Tag. Aus
diesem Grund konnte keine vollstandige statistische Auswertung der 30g Versuchsperiode durchge-
fahrt werden. Tabelle 4 legt die Lage- und StreuungsmaBe der pH-Messungen in den drei Versuchspe-
rioden dar. Abbildung 1 stellt die pH Mittelwerte der beiden als Versuchsphase definierten Wochen
jedes Versuchsabschnittes dar (die erste Woche jedes Versuchsabschnittes wurde als Adaptationszeit
nicht bewertet). Tabelle 5 gibt die Lage- und Streuungsmafe in den verschiedenen Versuchsabschnit-
ten zum Zeitpunkt der Fitterungen und in definierten Abstédnden nach den Fiitterungen wieder.
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Tabelle 3: Hemmung der Amylaseaktivitat der Testsubstanz in Pansensaft in vitro

Messzeitpunkt nach Amylaseaktivitat in U/I Amylaseaktivitat
x min Inkubationszeit Kontrolle Versuch in % der Kontrolle
60 209 129 61,7
90 212 153 72,2
120 197 149 75,6
150 211 159 75,3
180 204 153 75,0
210 194 163 84,0
240 181 167 92,3

Tabelle 4: Lage- und Streuungsmale der von den Pansensensoren aufgezeichneten pH-Werte

Kontrollperiode

30g Testsubstanz

60g Testsubstanz

Anzahl der Werte 11.953 10.064 11.953
Mittelwert 6,40 6,44 6,38
Standardabweichung 0,266 0,218 0,297
Varianz 0,071 0,047 0,088
Median 6,44 6,46 6,44
Modalwert 6,45 6,48 6,46
Maximum 7,16 7,20 7,00
Minimum 5,25 5,43 5,16
7 -
65 . o4 6,37 6.43 6,45 6,36 6,39

= \

2

255 - \

- \

=1

45 - §
Woche 1 | Woche 2 | Woche 1 | Waoche 2 | Wache 1 | Waoche 2 |
Kontrollperiode 30g Testsubstanz 60g Testsubstanz
Abbildung 1: Die pH Mittelwerte der Versuchsphasen jedes Versuchsabschnittes liegen im
physiologischen Bereich
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Tabelle 5: Lage- und StreuungsmaBe der pH-Werte zu definierten Messzeitpunkten zeigen in allen
Versuchsphasen einen geringen, physiologischen pH-Abfall nach der Fitterung

Versuchsphase Messzeitpunkt nach der pH Standard- Varianz Spannweite
Fltterung in Stunden Durchschnitt abweichung
0 6,42 0,319 0,102 1,650
Kontrollperiode 2,5 6,29 0,252 0,063 1,230
8 6,50 0,197 0,039 1,040
11 6,57 0,199 0,040 1,210
0 6,48 0,255 0,065 1,100
30g 2,5 6,30 0,229 0,053 1,180
Testsubstanz 8 6,53 0,171 0,029 0,960
11 6,62 0,139 0,019 0,860
0 6,42 0,309 0,095 1,360
60g 2,5 6,25 0,294 0,086 1,440
Testsubstanz 8 6,49 0,244 0,059 1,140
11 6,57 0,219 0,048 1,010

Diskussion

Der pH-Wert im Pansen unterliegt tierindividuellen und fiitterungsbedingten physiologischen Schwan-
kungen. Ein Schwankungsbereich von 7,0 bis zu kurzfristig 5,5 wird als physiologisch angesehen,
azidotische Phasen von 5,8 und darunter werden von den meisten Autoren erst dann als problema-
tisch angesehen, wenn sie (iber langere Zeitraume periodisch wiederkehren und mehrere Stunden pro
Tag bestehen bleiben. Im beschriebenen Flitterungsversuch wurde eine Ration gewahlt, die reich an
leicht verdaulichen Kohlenhydraten war. Damit sollten vermehrt azidotische Phasen provoziert werden.
Aus den Tabellen 4 und 5 sowie der Abbildung 1 ist ersichtlich, dass sich die Tiere durchschnittlich im
physiologischen Bereich bewegt haben. Auch die Fiitterungen selbst haben keinen pH-Abfall in einen
als unphysiologisch definierten azidotischen Bereich bewirkt.

Die Testsubstanz entfaltet nach Herstellerangaben erst einhergehend mit einem sinkenden pH-Wert
ihre Amylase-hemmende Aktivitét. Dies ist eine plausible Erklarung, warum im vorliegenden Versuch
keine Unterschiede der pH Mittelwerte oder Medianwerte der verschiedenen Versuchsabschnitte fest-
gestellt werden konnten, da sich die Tiere weitgehend im physiologischen pH-Bereich bewegten.

Eine tierindividuelle Betrachtung der einzelnen pH-Kurven (ber den gesamten Versuchszeitraum zeigt
fiir die tragende Milchkuh eine Tendenz zu azidotischen Phasen wahrend des Kontrollzeitraums (Abbil-
dung 2). Dieses Versuchstier lag wahrend des Kontrollzeitraums durchschnittlich rund zwei Stunden
unter der pH-Schwelle von 5,8. Der positive Einfluss der Testsubstanz, insbesondere in der empfohle-
nen Tagesdosierung von 30g, ist in Abbildung 3 erkennbar.
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Abbildung 2: pH Kurve der Milchkuh mit Tendenz zu unphysiologischen, azidotischen Perioden;
eingezeichnet sind die verschiedenen Versuchsabschnitte sowie der pH Mittelwert der Kontrollphase

(pH 6,09)
_ 119 .
12 B Konftrollperiode
100 -
< 30g Testsubstanz
80 -
S
“5=' 60 - # 60g Testsubstanz
=
40 -
20 - . 14
oo, 3 6 3
i 1 .0 1 00 00 000
0 = AN u e e . - -

pH<5,8 pH<5,7 pH<5,6 pH<5,5 pH<5,4 pH<5,3 pH<5,2
pH-Grenzwerte

Abbildung 3: Milchkuh mit Tendenz zu unphysiologischen, azidotischen Perioden:
Verweildauer unter der kritischen pH-Schwelle von 5,8 in den verschiedenen Versuchsphasen

Schlussfolgerung

Der beschriebene in vitro Versuch lasst Rickschliisse zu, dass das getestete Lignocelluloseprodukt
liber Amylase-hemmende Eigenschaften verfiigt.
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In vivo zeigt die Testsubstanz im physiologischen pH-Bereich entsprechend den Angaben des Herstel-
lers keine Effekte auf Kohlenhydratverdauung und Pansen pH-Wert. Im dargestellten /n vivo Versuch
konnte bei nur einem Versuchstier eine Tendenz zu unphysiologischen, azidotischen Perioden provo-
ziert werden. Diese Perioden waren unter Einfluss der Testsubstanz kiirzer als wahrend des Kontroll-
zeitraums.
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Einleitung

Eine verminderte Darmperisitaltik im peri-parternalen Zeitraum (kurz vor und nach der Geburt) kann
ein Problem in der Zuchtsauenfiitterung darstellen da sie zu sehr hartem Kot und fallweise zu
Verstopfung flihren kann. Als Folge wird in der Literatur (Martineu et al. 1992; Kamphues et al. 1998)
eine erhohte Belastung der Tiere durch Endotoxine aus dem Darm sowie erhéhte MMA Haufigkeit
beschrieben.

Der gezielte Einsatz bestimmter Rohfaserquellen eignet sich jedenfalls die Defékationsfrequenz positiv
zu beeinflussen (Nelson et al. 1992) und somit Verstopfungen vorzubeugen.

Palisse et al. (1979) konnten nachweisen, dass eine Reduktion des Rohfaseranteils im Futter zu einer
deutlich erhdhten Inzidenz von Stérungen der Defdkation wahrend der Trachtigkeit flihrte.

Eine grundsétzliche Erhdhung des Rohfasergehalts flhrt zu einer Erhdéhung der Passage-
geschwindigkeit im Colon was zu weicherem Dickdarminhalt (Morgenthum und Bolduan 1987) und
erhdhter Kotabsatzhaufigkeit (Masse et al. 2003) fiihrt.

Warzecha (2006) konnte nachweisen, dass der Einsatz von Lignocellulose eine positive Auswirkung
auf die Kotbeschaffenheit und -qualitat von Zuchtsauen hat. Braunsberger (2009) hat eine verkiirzte
Abferkeldauer durch die mehrwdchige Zugabe von ca. 2.5% eubiotischer Lignocellulose im Vergleich
zu etwa 10% Weizenkleie bei gleichbleibendem Rohfasergehalt der Vergleichsrationen festgestellt.
Dies flihrt der Autor auf die spezielle Wirkung von eubiotischer Lignocellulose auf die Darmperistilatik
(Entleerung des Dickdarm prepartum) zurick.

In der in dieser Ubersicht beschriebenen Studie wurde der Einfluss von 1% eubiotischer Lignocellulose
(OptiCell®, agromed Austria) auf die Abferkeldauer von Zuchstauen untersucht.

Material und Methoden

39 Sauen (Topigs 30 Genetik, besamt mit Pietrain Genetik) wurden ca. eine Woche vor dem
kalkulierten Abferkeltermin auf zwei Futtergruppen aufgeteilt. Versuchsende war der Absetztag, im
Durchschnitt 26 Tage nach dem Abferkeln. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten ein Standard-
Laktationsfutter, die Versuchsration enthielt 1% eubiotische Lignocellulose welche auf Kosten von
Sonnenblumenschrot substituiert wurde (Tabelle 1).

Das Abferkelverhalten der einzelnen Tiere wurde Tag und Nacht Uberwacht. Folgende Parameter
wurden bei diesem Versuch erhoben:
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e Tagliche Futteraufnahme der Zuchtsauen ab der Umstallung in den Abferkelstall bis zum
Absetzen

e Anzahl aller geborenen Ferkel (lebend, tot, mumifiziert)
Geburtsgewicht der Ferkel

Alle Tiere erhielten wahrend der Tragendphase die gleiche Didt. Mit der Umstallung der Tiere in den
Abferkelstall (ca. 7d prepartum) wurden die zwei verschiedenen Versuchsfutter die sich im Gehalt
an Lignocellulose unterschieden (ja/nein) verabreicht.

Tabelle 1: Errechnete Nahrstoffgehalte der Zuchtsauen-Rationen

Kontrolle Lignocellulose
Rohprotein (%) 15.0 15.0
Rohfett (%) 4.8 5.0
Rohfaser (%) 5.7 6.1
Rohasche (%) 6.8 6.7
Feuchtigkeit (%) 12.0 11.9
Starke (%) 34.5 34.8
Ca (total) (%) 0.98 0.98
P (total) (%) 0.55 0.54
Energie MJ 9.4 9.4

Ergebnisse

Die Dauer des Geburtsvorganges wurde von allen Tieren im Versuch erhoben. Der Geburtsvorgang
startete mit der Geburt des ersten und endete mit der Geburt des letzten Ferkels.

Die Daten waren nicht normalverteilt weshalb sie mit einem nicht — parametrischen Test (Mann
Whitney U) statistisch analysiert wurden.

Dabei zeigte sich ein numerisch stark verkiirzter Geburtsvorgang in der Lignocellulose Gruppe. Dieser
Effekt war aber aufrgund der hohen Streuung nicht statistisch absicherbar.

Tabelle 2: Geburtsdauer in Minuten (Median und Interquartilsabstand)

Kontrolle Versuch Sign.
N Sauen 20 19
1. Ferkel — letztes Ferkel 220 (154 - 330) 180 (149 — 265) 0.41

Ingesamt wurden 20 Sauen der Kontrollgruppe und 19 der Versuchsgruppe in die Ergebnisanalyse
miteinbezogen. Tabelle 3 zeigt die Anzahl der Ferkel pro Wurf, die Anzahl lebend geborener, tot
geborener sowie muifizierter Ferkel. Es zeigte sich, dass die Ferkelzahl pro Wurf fast gleich mit 16.0 in
der Kontrollgruppe bzw. 15.9 inder Lignocelluloese Gruppe war. Ebenso war die Anzahl mumifizierter
Ferkel sehr &hnlich (3.0% vs. 2.6%). Unterschiede konnten allerdings bei der Anzahl lebend
geborener Ferkel beobachtet werden. (90.2% vs. 93.2%).

Fir die weitere Datenanalyse wurden die Ferkel in zwei Gruppen eingeteilt. Jene die in der ersten
Halfte des Geburtsvorgangs geborenen wurden und jene die in der zweiten Halfte geboren wurden.
Dabei zeigte sich, dass die Ferkel die in der 2. Halfte des Geburtsvorgangs geboren wurden eine
wesentlich héhere Sterblichkeit aufwiesen als jene der ersten Halfte (Tabelle 4).
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Tabelle 3: Information Uber die geborenen Ferkel

Kontrolle Lignocellulose
20 19
Ferkel pro Wurf 16.0 £ 3.2 159+ 3.4
Ferkel total 328 310
e Ferkel lebend geboren 296 (90.2%)* 289 (93.2%)*
e Ferkel tot geboren 22 (6.7%)* 13 (4.2%)*
e  Mumifizierte Ferkel 10 (3.0%)* 8 (2.6%)*

* in Prozent der total geborenen

Tabelle 4: Anzahl und Prozent lebend oder totgeborener Ferkel in Abhdngigkeit des Voranschreitens
des Geburtsprozesses ohne mumifizierte Ferkel

Kontrolle Lignocellulose
n Ferkel* 318* 302*
Gesamt Lebend Tot Gesamt Lebend Tot
Geburtshilfte 164 160 4 (2.4%) 155 154 1 (0.6%)
Geburtshilfte 154 136 18(11.7%) 147 135 12 (8.2%)
Total 318 296 22 (6.9%) 302 289 13 (4.3%)

* mumifizierte Ferkel wurden nicht beriicksichtigt
Alle Ferkel wurden unmittelbar nach der Geburt gewogen. Die lebend geborenen Ferkel der

Lignocellulose Versuchsgruppe zeigten statistisch signifikant hthere Geburtsgewichte. Sowohl jene die
in Geburtshalfte 1 als auch jene die in Geburtshalfte 2 geboren wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Geburtsgewichte der Ferkel

Kontrolle Lignocellulose p-Wert
Geburtsgewicht
e Lebend geboren (g) 1127 + 266 1241 + 324 <0.01
e Tot geboren (g) 857 £ 373 942 + 295 0.49
e Ferkel geb. in Halfte 1 (g)* 1092 + 272 1212 £ 321 <0.01
e Ferkel geb. in Halfte 2 (g)* 1125 + 293 1246 + 336 <0.01

Analysiert mit SPSS (T-test)
*lebend und tot geborene Ferkel

Diskussion

Der Einsatz eubiotischer Lignocellulose im geburtsnahen Zeitraum (ab 1 Woche vor dem Abferkeln) bis
zum Absetzen hat sich positiv auf die Abferkelzeit bzw. die Dauer des gesamten Geburtsvorgangs
ausgewirkt. Dies steht im Einklang mit den von Braunsberger (2009) erhobenen Daten wo das gleiche
eingesetzte Lignocelluloese Produkt (OptiCell®) ebenso zu signifikant verkiirzter Abferkeldauer fiihrte.
Dies durfte an der positiven Wirkung von eubiotischer Lignocellulose auf die Dickdarmpassage liegen.
Dieser Effekt diirfte zu einer rascheren prepartalen Entleerung des Darmrohres fiihren was wiederum
den Geburtsvorgang erleichtert.

Die in dieser Studie beobachtete erhthte Uberlebensrate der Ferkel in der Lignocellulose Gruppe
hangt direkt mit der verkiirzten Abferkeldauer zusammen. Wie die Daten zeigen, steigt die
Ferkelsterblichkeit bei spat geborenen Ferkeln stark. Je kiirzer also der Geburtsvorgang im
allgemeinen, desto niedriger die Ferkelsterblichkeit.
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Interessant ist sicher auch das signifikant hohere Ferkelgewicht nach der Geburt in der Lignocellulose
Gruppe. Dies diirfte in direktem Zusammenhang mit einer verbesserten Nahrstoffverwertung der Sau
bedingt durch die prabiotische Wirkung eubiotischer Lignocellulose stehen.

Schlussfolgerung

Diese Studie hat gezeigt dass sich der Einsatz eubiotischer Lignocellulose im Laktationsfutter von
Zuchtsauen (1 Woche prepartum bis zum Absetzen) positiv auf die Dauer des Geburtsvorgangs, die
Ferkeliiberlebensrate sowie die Geburtsgewichte der Ferkel auswirkt.
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Introduction

Production of green rye silages has attracted attention in different European regions because it forms
a suitable complementary silage source in maize silage-based diets for dairy cows. However, this type
of silage may be susceptible to poor fermentation by clostridia, or may deteriorate upon exposure to
air by yeasts, which can be excluded by the use of suitable inoculants containing different lactic acid
bacteria species and strains. The composition of commercially available inoculants varies greatly in
type and number of strains and inoculation rate. According to Honig and Thaysen (2002), who evalu-
ated the results of numerous ensiling trials, homofermentative lactic acid bacteria (LABy,) are known
to improve silage fermentation but frequently impair aerobic stability (ASTA). To enhance ASTA, the
use of heterofermentative lactic acid bacteria (LAB;.) is advised (Kleinschmidt and Kung 2006). In
certain conditions, the use of combinations of LAB;, and LAB,. may be necessary to concurrently en-
suring good fermentation quality and alleviating the detrimental effects of LAB,, on aerobic stability
(Driehuis et al. 2001). Therefore, the aim of the study was to investigate the effects of different types
of inoculants on dry matter (DM) losses, fermentation pattern, yeast count and ASTA of green rye
silages.

Materials and methods

Green rye (Secale cereale) was mowed before ear emergence, slightly wilted and subsequently
chopped by a Claas Jaguar chopper. The wilted herbage was analysed for nutrient composition and
yeast counts according to the official German feed evaluation system (VDLUFA 2011). Prior to ensiling
in 1.6 L glass jars (n=3 per treatment), the material was treated with one of the following inoculants
manufactured by ADDCON EUROPE GmbH: KOFASIL LAC containing LABy, (Lactobacillus plantarum
DSM 3676, Lactobacillus plantarum DSM 3677) at inoculation rates (IR) of 1x10° cfu/g (KLAC) and
1x10° cfu/g (KLAC10); KOFASIL S (KS), containing LABy. (Lactobacillus buchneri DSM 13573), IR:
1x10° cfu/g; KOFASIL DUO (KDUO), combination of KLAC and KS, IR: 2x10° cfu/g, which were com-
pared with an untreated control (CON). The silages were stored at 20-22 °C for 91 days. The losses of
DM during fermentation were calculated according to Weissbach (2005). Silage DM was corrected for
the loss of volatiles during drying as described by Weissbach and Strubelt (2008). The pH of the silag-
es was measured potentiometrically, whereas ammonia-N concentration was determined colorimetri-
cally by SCALAR (CFA), which is based on the Berthelot reaction. Lactic acid was detected by HPLC
and GC analysis was employed for short-chain fatty acids and alcohols (Weiss 2001). The count of
lactate-assimilating yeast (LAY) was determined according to Jonsson and Pahlow (1984). Water-
soluble carbohydrates (WSC) in silages were determined by the anthrone method (Lengerken and
Zimmermann 1991). The measurement of ASTA in the silages was performed by monitoring tempera-
ture development for 9 days (Honig 1990), and the number of days before the silage temperature
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increased by 2 °C above ambient temperature is presented. Data were statistically evaluated by using
the PROC GLM and REG of SAS, version 9.3. When a significant F-test was detected (P<0.05), a pair-
wise comparison between LSMEANS was performed by the Tukey 's test. Yeast counts below the de-
tection limit (log 2.0 cfu/g) were set at log 1.0 cfu/g for statistical analysis.

Results

Data summarized in table 1 indicate that the crop was of high nutritive quality at the time of ensiling,
as reflected by low fibre and high sugar contents, which resulted in high energy concentration. The
crop contained trace amounts of nitrate and was heavily infested by yeasts.

Table 1: Chemical composition and yeast count (n=3) of the wilted herbage according to VDLUFA
(2011)

DM XA XP XF Sugar  Nitrate! Energy (MJ/kg DM) Yeasts

(%) (% of DM) ME NE_ (log cfu/g)
Mean 27.3 10.0 13.5 23.5 17.3 0.04 11.1 6.8 5.7
SD 0.17 0.25 0.12 0.57 0.20 - 0.12 0.12 0.39

XA crude ash, XP crude protein, XF crude fibre, ME metabolisable energy, NE, net energy lactation, * n=1

Table 2: Effects of inoculants on DM losses, fermentation pattern, water-soluble carbohydrate con-
tent, lactate-assimilating yeasts and aerobic stability of green rye silages after 91 days of fermentation
(n=3)

Parameter CON KLAC  KLAC10  KDUO KS SEM P value
DM losses (%) 7.8° 4.9 4.6 4.9 10.0° 0.067 <0.0001
pH, day 3 4,98 3.91¢ 3.84¢ 3.88¢ 4,23b 0.010 <0.0001
pH, day 91 4.00° 3.91¢ 3.91° 3.90° 4.47° 0.005 <0.0001
NH;-N (% total N) 15.7° 7.9° 7.1° 8.6° 17.4° 0.579 <0.0001
Lactic acid (% of DM) 10.86° 11.62° 11.51° 11.12° 3.49° 0.183 <0.0001
Acetic acid (% of DM) 1.40° 0.46¢ 0.43¢ 0.89° 4,432 0.070 <0.0001
Butyric acid (% of DM) 0.15° o° ob o° o° 0.019 <0.0008
Ethanol (% of DM) 0.57° 0.39° 0.35° 0.16° 0.55° 0.034 <0.0001
1,2 Propanediol (% of DM) 0.44° 0° 0° 0.17% 4.37° 0.094 <0.0001
WSC (% of DM)! 2.4° 13.6° 14.4° 8.4° 1.1¢ 0.369 <0.0001
LAY (log cfu/g)? 2.0 5.6° 5.5° 3.3° <1.0° 0.440 <0.0001
Aerobic stability (days) 4.9° 2.0° 2.1° 5.8° 9.0° 0.458 <0.0001

CON control, KLAC=KOFASIL LAC, 1x105 cfu/g, KLAC10=KOFASIL LAC, 1x106 cfu/g, KDUO=KOFASIL DUO,
KS=KOFASIL S; 1water-soluble carbohydrates; 2lactate-assimilating yeasts; LSMEANS in rows bearing unlike
superscripts differ (Tukey s test)

There was an overall treatment effect on all tested silage quality parameters (table 2). Treatments
KLAC, KLAC10 and KDUO decreased DM losses, whereas KS increased it compared to CON. All treat-
ments increased acidification rate, whereas final pH was highest in KS silages and lowest in those that
had received LABy,-containing products. Except KS, all inoculants decreased ammonia-N concentration
when compared to CON. Silages inoculated with KS had the lowest lactic acid content and the highest
acetic acid contents of all treatments. Butyric acid was only detected in untreated silages. Silage etha-
nol content was decreased by applying KLAC, KLAC10 and KDUO compared to CON, with the largest
decrease observed by KDUO. Treatments KLAC and KLAC10 did not contain 1,2-propanediol (1,2PD).
Silages treated with KS contained more 1,2PD than was found in CON and KDUO. The use of KLAC
and KLAC10 caused highest residual WSC concentrations, followed by treatments KDUO, CON and KS.
Counts of LAY were below the detection limit in the KS treatment, whereas the addition of KLAC and
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KLAC10 increased LAY numbers compared to CON and KDUO. Maximum ASTA was attained by apply-
ing KS, whereas the use of pure LAByy-inoculants resulted in least stability upon air exposure.

Regression analyses on certain relationships between selected green rye silage parameters revealed a
strong linear correlation between LAY count at the end of fermentation and ASTA (R%*=0.85,
P<0.0001) (figure 1). With increasing acetic acid content, LAY count decreased (R?>=0.84, P<0.0001)
and ASTA improved (R?=0.88, P<0.0001) (figure 2). Data in figure 3 showed enhanced residual WSC
concentrations in the silages prior to air exposure to increase LAY count (R>=0.87; P<0.0001) but to
impair ASTA (R?>=0.72, P<0.0001).
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Figure 1: Relationship between the count of lactate-assimilating yeasts and aerobic stability

Discussion

Despite a high sugar concentration in the wilted herbage, untreated green rye silages underwent bu-
tyric fermentation, which was accompanied by pronounced protein degradation as indicated by high
ammonia-N content. This may be attributed to the low nitrate level of the crop which was less than
the proposed threshold values of 0.5 g/kg DM by Weissbach and Honig (1996), and of 1 g/kg DM by
Weiss (2001). Nitrate acts as natural clostridia inhibitor by being decomposed during the initial stages
of fermentation to form nitrite, and NOx gases (Spoelstra 1983). The slow acidification rate in un-
treated silages was likely caused by a low number of epiphytic LAB, although this parameter was not
measured in the present study. This probably enabled clostridia to thrive during the initial stages of
fermentation. According to Weissbach and Honig (1996) the risk of clostridial fermentations increases
if the nitrate level is below 0.5 g/kg DM and LAB count does not exceed 1x10° cfu/g. The lack of effi-
cient LAB could be compensated by the application of all inoculants, which resulted in lower pH after
3 days of fermentation rate and no butyric acid. These results agree with observations by Pobednov et
al. (1997) who found positive effects of using KOFASIL LAC on acidification rate and fermentation
quality in a study using 21 different crops. The observed effect of inoculation was more pronounced in
wilted forages than in direct-cut herbages, indicating the high osmotolerance of the strains used in the
product. With the exception of treatment KS, all inoculants also decreased ammonia-N which supports
earlier observations by Honig et al. (1996) and Kramer et al. (2012). Inoculants only containing
L. buchneri do not reduce ammonia-N concentration when compared with untreated grass silages,
and occasionally an increase can be observed (Driehuis et al. 2001).
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Regardless of the product, the use of the homofermentative L. plantarum strains did alter fermenta-
tion pattern after 91 days of fermentation towards lower acetic acid and ethanol concentrations, but
with no effect on lactic acid concentration, which may be explained by the high level (about 11% of
DM) already determined in untreated silages.

The sole use of L. buchneri in KS significantly affected the fermentation profile as reflected by the
least lactic acid as well the highest acetic acid and 1,2PD concentrations. This typical fermentation
pattern of L. buchneri has been described earlier by Oude Elferink et al. (2001). Concentrations of
acetic acids and 1,2PD for the combination product KDUO were in between those of LABy, and KS
silages, which confirm findings by Driehuis et al (2001).

The high initial sugar concentration was almost totally depleted at the end of fermentation in CON and
KS silages. On the contrary, the application of LAB, inoculants and of the combination with the het-
erofermentative strain resulted in high residual sugar contents. This can be associated to the more
efficient conversion of sugar into lactic acid, which results in a more rapid and significant drop in pH.
Thus, fermentation ceases earlier, thereby saving sugar (Driehuis et al. 2001).
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Figure 2: Relationship between the concentration of acetic acid and the count of lactate-assimilating
yeasts (M) and aerobic stability (<), respectively

Treatment with LABy, strains resulted in highest LAY numbers upon the start of aerobic exposure of all
treatments, whereas fungal counts were between CON and KS in the KDUO. This finding was reflected
by data on ASTA. This is in agreement with observations by Driehuis et al. (2001), who also found
that the combined application of LABy, and LAB. strains can alleviate the detrimental effect of sole
LAB;,, on aerobic stability. Moreover, a recent study on the effects of KLAC, KDUO and KS on fermen-
tation pattern and ASTA confirms the presented results (Nadeau, pers. comm.). Untreated wilted
grass silage (35% DM) produced in big round bales showed excellent ASTA (14 days) due to high
acetic acid content, whereas the use of KLAC reduced acetic acid level, thereby dramatically worsen-
ing ASTA to 2.3 days. This detrimental effect could be alleviated by KDUO, in which the silages were
stable for 6.3 days (P<0.0001).
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Figure 3: Relationship between the concentration of water-soluble carbohydrates and the count of
lactate-assimilating yeasts (W) and aerobic stability (<), respectively

The regression analyses revealed a strong linear relationship between LAY count and ASTA, which
was also found by Muck (2004). According to Jonsson and Pahlow (1984) the risk of aerobic deteriora-
tion of silages markedly increases if the LAY number exceeds 1x10° cfu/g. However, in the present
trial, untreated silages had a low LAY count but fairly moderate ASTA of 4.9 days.

The role of total acetic acid (and other longer chain fatty acids, e.g. butyric acid) and the pH-
dependent undissociated fraction in relation with aerobic stability was discussed earlier by Wolthusen
et al. (1989). The authors found that with increasing silage pH the required concentration of undisso-
ciated acetic acid also increased in order to consistently produce aerobically stable silages. However,
there was a range of undissociated acetic acid content within which the behaviour of silages upon
exposure to air was uncertain to predict. Taking these observations into consideration, it has to be
mentioned that, in the present study, the undissociated acetic acid content of KS silages was closest
to the specified pH-dependent threshold value, thereby explaining their high aerobic stability. Auer-
bach et al. (2000) showed that higher acetic and butyric acid concentrations in maize silages resulted
in lower yeast numbers and enhanced aerobic stability. Moreover, Danner et al. (2003) and Schmidt
and Kung (2010) reported high correlation coefficients for the linear relationship between acetic acid
content and ASTA of R*>0.95 in maize silages, which compare very well with what was found for
green rye silages (R=0.88). However, in the present study the relationship was best described by a
log-function.

Very strong correlations between WSC and LAY count and ASTA were found in the green rye silage.
The high residual sugar content in some treatments may have stimulated the extent and the rate of
yeast survival (and growth) in the silages exposed to air. According to a model by Pitt et al. (1991),
fungi grow twice as fast on sugar as on fermentation products (e.g. lactic acid), and the greatest AS-
TA is attained if the silage does not contain any residual sugar. This may explain why the green rye
silages with the least WSC contents (CON, KS and KDUO) were superior to all other treatments re-
garding aerobic stability. However, aerobic stability is the result of multi-factorial effects, and interac-
tions exist between individual parameters.
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Conclusion

Different types of inoculants affected silage quality traits according to their expected mode of action.
The tested combination product KOFASIL DUO was superior to all other treatments in enhancing fer-
mentation quality and simultaneously maintaining sufficient aerobic stability of green rye silages.
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Introduction

The system of ensiling total mixed ration (TMR) for game is meant specifically for winter and transi-
tion periods and is not suitable for the summer period and for a combination with pasture high in nu-
trients. In this context, the TMR system is good for both open hunting grounds and game preserves.
The use of self-service facilities provides for the ad /ibitum complementary feeding of wildlife. Ad-
vantages of using the TMR system in feeding animals are well known and were described by many
authors (Kudrna et al., 2009; 1998; Dolezal 2004 a.0.). The significance of TMR completeness consists
especially in feeding the animals with nutrients in accordance with their actual needs. The ration com-
position can be kept stable to stabilize the ruminal environment of animals, which is a decisive aspect
for a perfect utilization of fodder and activity of microorganisms in the rumen. A positive factor is also
a problem-free transfer of game to the spring pasture. Health-supporting nutritional benefits of TMR
are known and were publicized in a number of studies (Mudrik et al., 2006; Kudrna et al., 1998;
Dolezal et al., 2010 a.0.). An important factor of TMR is also its structure, which has to correspond
with the physiological requirements of ruminal digestion of animals and at the same time to prevent
health risks and picking of more tasteful components from TMR. Very important in preparing TMR is
quality, time and sequence of fodders used.

The proportion of individual feed components in TMR differs in dependence on the type and amount
of available fodders. The formula for a resulting TMR must be as near to the nutritional requirements
of the given game species as possible and should reach dry matter content in the resulting mixture
ranging from 45-55%. Nutritional parameters recommended for 1kg DM in TMR derived from works
published by Vach et al. (1997) and Havranek (2002) are 150g of fibre, 5.5 MJ NEL and 100g N-
substances and 220g of fibre, 4 MJ NEL and 90g of N-substances per 1kg DM in the ration for roe
deer and red deer, respectively.

Material and methods

The objective of our work was to study under exact laboratory conditions the effect of a biological
inoculant on the course of fermentation process in preparing TMR for roe deer and to evaluate not
only the chemical composition but also the /n vitro digestibility of dry matter (DM) and organic matter
(OM). TMR for roe deer was prepared under semi-industrial conditions at a composition presented in
Table 1. Following a perfect stirring in a mobile mixing wagon the experimental variant was treated
with a biological ensiling additive containing bacteria of lactic fermentation - Lactobacillus plantarum
(5%10'), Enterococcus faecium (6.25%10%°) and Lactobacillus buchneri (1.25%10%°). The inoculant was
dosed at an amount of 2 g.t* directly into the mobile mixing wagon. Both variants were subsequently
ensiled into experimental laboratory ensiling containers providing the anaerobic environment and
steady load. The material was compressed by using a ramming press.

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 187



Dolezal et al.: The effect of inoculant addition on the qualitative parameters of TMR for roe deer

Table 1: TMR composition

Component Content %
Corn silage 30.0
Clover hay 2.7
Meadow hay 6.2
Apple pomace 124
Carrots 11.1
Brewers' grains 12.7
Oats 10.9
Wheat 4.6
Barley 5.2
Soybean meal 4.0
Premix 0.3
2 100

The attention was focused on the qualitative indicators of the fermentation process (Hartman 1984),
chemical composition and nutritive value of TMR (AOAC 1980). The content of crude proteins
(N*6.25) was ascertained by using the method according to Kjeldahl and the Foss Kjeltec Model 2400.
The content of fat was determined by the Soxhlet extraction method on the VELP SER 148/6 Solvent
Extractor. The content of crude fibre was established by the Heneberg-Stohman’s method (Kacerovsky
et al., 1990). The content of ADF fraction in TMR was determined by using a one-stage hydrolysis in
the solution of H,SO,4 and cetyltrimethylammonia bromide on the instrument Ankom 220 Fiber Analyz-
er at a temperature of 100 °C under continual stirring for a period of 60 minutes. The content of ADF
was calculated according to formula. The content of NDF fraction in TMR was established by means of
hydrolysis in the solution of sodium laurylsulphate with pH modified according to Trinacty et al. (2009)
on the instrument Ankom 220 Fiber Analyzer at a temperature of 100 °C under continual stirring for
75 minutes. The /n vitro OM digestibility was determined by using the Daisy incubator method (Tri-
nacty and Dolezal, 2006). The structure of total mixed rations was assessed on the Pen State fodder
particle size separators in line with recommended procedures.

Results and discussion

The fermentation process in both TMR variants (Table 2 and Figure 1) features a very high fodder
quality. Proteolysis (DPS) is below 6%, which indicates very low protein losses by the fermentation
process itself as well as by storage. A sufficient stability is demonstrated by the low pH value (<4) and
by the high titratable acidity of water extract (AWE) and is in line with not only the content of lactic
acid (LA) but also with the total content of fermentation acids. The addition of inoculant to the ensiled
TMR resulted in the increased contents of lactic acid and total acids, which corroborates the former
findings of other authors from the conservation of fodders (Weissbach 1999; Rooke et al., 1990;
Pflaum et al., 1999 a.o.). Butyric acid was not found in the ensiled TMR. An important technological
measure to boost the development of lactic fermentation bacteria in the ensiled matter is the perfect
cutting of hay and maize for silage. The cutting is necessary not only to achieve a good structure but
also a favourable ensiling capacity. With respect to the specified group of future consumers, the struc-
ture of the resulting TMR was paid a special attention. Biological conservation additives can increase
the energy value of silages by about 5% as they reduce losses due to fermentation even in fodder
crops that are easy to ensile and this is why they can be successfully used also to reduce losses due
to the secondary fermentation.

The chemical composition and nutritive value of TMR are presented in Table 3. The availability of indi-
vidual nutrients in TMR for animals has to do with the energy value or — in other words — with the
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TMR composition. This is why the TMR was in the first step analyzed by using the method of in vitro
DM and OM digestibility (Oba and Putnam, 2007). NDF and ADF are being currently analyzed. The
detected data suggest that the digestibility of the two traits was higher than 85% thanks to the selec-
tion of available feeding raw materials. References (e.g. Oba and Allen, 2005; Hoffmann et al., 2006
and others) as well as our results show that there is a link between the content of fibre and OM di-
gestibility. The correlation analysis can be used to demonstrate that the dependence is directly pro-
portional.

Table 2: Fermentation process

The original mass in DM
%LA
DPS AWE NH; LA AA 2 Acids | LA/AA | of 2 | Ethanol
PH acids
% mg KOH % % % % % % %

Control x | 534 | 3,80 2287 0,15 | 9,72 | 1,77 11,48 5,51 84,61 1,90
sd | 0,000 | 0,005 62,1 0,000 | 0,305 | 0,033 | 0,276 0,270 | 0,633 0,059
Inoculant x | 570 | 3,81 2389 0,15 | 10,00 | 1,81 11,81 5,53 | 84,65 2,09
sd | 0,000 | 0,005 64,0 0,000 | 0,370 | 0,095 | 0,416 0,283 | 0,667 0,041

Table 3: Chemical composition and nutritive value

Ash | CP | Fat | Fiber | ADF | NDF BE DMD | OMD

% in DM MJ %

Control X 5,53 14,14 8,09 17,69 22,21 34,15 18,27 87,98 86,46
sd | 0,012 | 0,047 | 0,630 | 0,468 | 0,563 | 0,487 | 0,048 | 1,356 | 1,575
Inoculant x| 572 | 13,87 | 9,78 17,47 | 22,25 | 34,00 | 18,25 | 8506 | 84,63
sd| 0,108 | 0,085 | 0,526 | 0429 | 0562 | 0823 | 0,136 | 1,110 | 2,882

The conserved TMR was analyzed also on the Pen State feed separator to establish the percentage of
individual particles. The analysis (Figure 2) showed that the structure of the prepared TMR was satis-
factory since the individual proportions of particle fractions, namely fractions on sieves 2 and 3 were
meeting requirements mentioned by other authors (Kudrna 1998; Dolezal 2004; Mudrik et al., 2006
and others). The monitoring of TMR intake by roe deer showed that the game did not ingest too large
particles (fodder proportion on sieve 1) and these particles were always left over. In this respect it
should be pointed out that the roe deer game has body weight as well as constitution lower than cat-
tle (and a smaller size and volume of the alimentary tract) and the share of fodder left on sieve 1 of
the particle size separator should be lower than the range recommended for cattle (6-10%).
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Figure 2: TMR particle separation on the Pen State separators
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Introduction

Fermentation processes may be divided into two systems: submerged fermentation (SmF), which is
based on the microorganisms cultivation in a liquid medium containing nutrients, and solidstate fer-
mentation (SSF), which consists of the microbial growth and product formation on solid particles in
the absence (or near absence) of water; however, substrate contains the sufficient moisture to allow
the microorganism growth and metabolism (Pandey, 2003). Lactic acid bacteria (LAB) are of particular
interest in fermented products, because they produce lactic acid as a common metabolic end metabo-
lite. This compound contributes to the prevention of the outgrowth of pathogenic and spoilage micro-
organisms and thereby prolongs the shelf life of fermented products. But lactic acid exists in two
optically active stereo-isomers, the L(+) and the D(-). However, since elevated levels of D(-) lactic
acid is harmful to mammals, L(+) lactic acid is the preferred isomer in feed as mammals have only L-
lactate dehydrogenase that metabolizes L(+) lactic acid. Another important feed safety factor are
biogenic amines (BA), especially when for fermentation used raw material is rich in protein (lupine).

The aim of this research was to study the effects of SSF with L. sakej P. pentosaceus and P. acidi-
lacticion L-(+) and D-(-) lactic acid and BA formation in fermented lupine products.

Materials and methods

Lupinus angustifolius L. seeds No.1672, No.1719 and No.1700 with low alkaloid content (<0.1%) were
obtained from the Lithuanian Institute of Agriculture (Voke, Lithuania) in 2011. The Lactobacillus sakei
KTUO5-6, Pediococcus acidilactici KTUO5-07 and Pediococcus pentosaceus KTUO5-8, strains previously
isolated from spontaneous rye sourdough (Digaitiene et al., 2005) were cultured at 25-35 °C tempera-
tures for 48 h in MRS broth (CM0359, Oxoid Ltd, Hampshire, UK) with the addition of 40 mmol/I fruc-
tose and 20 mmol/l maltose prior to be used. Lupine wholemeal, tap water, and LAB cell suspension
(5 g), containing of 8.9 log; colony-forming units (cfu) per mL of the above individual LAB strains
were used to prepare fermented lupine product following the fermentation at 25-35 °C temperatures
for 48 h. Final colony number in the fermented lupine was on average of 7.28 log;, cfu/g. Final mois-
ture of solid state fermented product was 47 %.

L(+)/D(-) lactic acid concentrations in fermented lupine samples were determined by an enzyme test
kit (R-biopharm AG - Roche, Darmstadt, Germany), as reported elsewhere (Yun et al., 2003).

Extraction of samples and determination of BA were carried out according to the procedures devel-
oped by Ben-Gigirey et al. (Ben-Gigirey et al., 1999) and are described by Bartkiene et al. (Bartkiene
et al., 2011).
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Results and discussion

The lowest concentration of D(-) lactic acid isomer was in fermented with P. pentosaceus lupine (in
lupine No. 1672 — 3.81 £0.12 g/100 g; in lupine No. 1719 — 2.14 £0.16 g/100 g; in lupine No. 1700 —
3.57 +0.22 g/100 g) (Figure 1). The biggest concentration of isomer D(-) was found in fermented
with L. sakeilupine (in lupine No. 1672 — 6.02 £0.17 g/100 g; in lupine No. 1719 — 5.98 +£0.27 g/100
g; in lupine No. 1700 — 6.54 £0.12 g/100 g). Results show that in experiment used LAB produce less
D(-) isomer than L(+). The biggest concentration of isomer L(+) was found in fermented with L. sake/
lupine (in lupine No. 1672 — 11.20 £0.34 g/100 g; in lupine No. 1719 — 10.6 +£0.31 g/100 g; in lupine
No. 1700 — 10.59 +1.17 g/100 g). L(+) lactic acid isomer concentrations in with P. pentosaceus and
P. acidilactici fermented lupine were similar.

mg/100g 2

=29 L(+), Lupine No.1672
=3 1(+), Lupine No.1719
== L(+), Lupine No.1700
—%—D(-), Lupine No.1672
—%— D(-), Lupine No.1719
—=—D(-), Lupine No.1700

L. sakei P. acidilactici 7 P. pentosaceus 8 Samples

Figure 1: D(-)/L(+) lactic acid isomers formation in SSF lupine sourdough made with different LAB
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Lupine No.1672 Lupine No.1719 Lupine No.1700

Figure 2: Total BA levels in SSF lupine made with different LAB

The type of isomer formed is species or even genus specific and since Orla-Jensen (1919) has been
used as a taxonomic marker. D(-)-lactate is not readily utilized by man and animals; it has therefore
been considered as the non-physiological one of the two isomers (Giesecke, Fabritius &, Van Wallen-
berg, 1981). The FAO/WHO-experts (1967) suggested limiting the daily intake of D(-)-lactate to
100 mg/kg body weight and attempts to favour the L(+) isomer content in fermented food are in pro-
gress (Kunath & Kandler, 1980). The D(-)-lactate concentrations of all in experiment analysed SSF
lupine products were far below those levels causing a health risk.

Total BA levels in SSF lupine sourdough made with different LAB are shown in Figure 2. The highest
total BA levels were found in lupine fermented with 2. pentosaceus (lupine No. 1672 — 130.0 mg/kg d.
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m.; lupine No. 1719 — 155.5 mg/kg d. m.; lupine No. 1700 — 140.4 mg/kg d. m.), while the products
fermented with L. sake/ and P. acidilacitici contained lower amounts (lupine No. 1672 by 29.5 and
6.8 %; lupine No. 1719 by 28.8 and 29.7 %; lupine No. 1700 by 5.9 and 16.7 %, respectively; Fig. 2).

However, not all amines are of equal toxicity, consequently the levels of histamine and tyramine are
of concern. Tyramine is usually the major amine found in fermented products (Saaid et al., 2009).
Histamine and tyramine intake should be in the range of 50-100 and 100-800 mg/kg, respectively;
over 1080 mg/kg tyramine becomes toxic (Shalaby, 1996). Histamine intake higher than 100 mg may
cause slight or intermediate poisoning (Parente et al., 2001). The BA concentrations of all analysed
fermented lupine products were far below those levels causing a health risk.

Conclusion

In conclusion we could say that the D(-)-lactate and biogenic amines concentrations of all fermented
products were far below those levels causing a health risk.
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Introduction and objective

Yeast products have been utilized as feed additives for ruminants for decades and their beneficial
effects are well known. Yet, the underlying mode(s) of action of yeast products are not fully under-
stood. On the one hand, live yeast cultures are proposed to consume remaining oxygen in the rumen,
which provides favorable growth conditions for strict anaerobic bacteria (Newbold et a/, 1996). On
the other hand, fragments and ingredients of autolysed yeast cells may serve as nutritional source in
the rumen and thereby support the growth of beneficial microbes (Oeztuerk et al, 2005). A previous
study showed that the autolysed yeast product Levabon® Rumen elevated the number of total anaer-
obic bacteria and the concentration of propionic acid /n vitro (Stoiber et al, 2012). However, this
study was conducted using a simple batch fermentation system with several limitations. Main issue
was a decrease of the pH value to 5.5 and below within 24 h of fermentation. Thus, a continuous
fermentation system was developed to investigate the influence of Levabon® Rumen on ruminal fer-
mentation over a longer time period. Parameters of interest were: progress of pH value and redox
potential, concentrations of organic acids (propionic, acetic, butyric and lactic acid), total bacterial
count, produced gas and dry matter disappearance.

Materials and methods

Rumen liquid and digesta were collected from freshly slaughtered bulls. Each reactor (n=8) of a multi-
fermentation system (8-fold DASGIP Parallel Bioreactor System) was filled with 500 mL rumen liquid,
300 mL de-ionized water and 200 mL synthetic saliva (McDougall, 1947). Fresh feed, consisting of
50% chopped hay and 50% cereal nutrient medium (48% wheat, 30% maize, 20% soy, 0.6% sodium
phosphate dibasic, 0.6% NaCl and 0.8% Voramin Bovi Mast mineral-supplement feed), was filled into
nylon /n situ bags and placed in the reactors. At the start of fermentation, one /in situ bag was filled
with rumen digesta. Fermentation was done under anaerobic conditions and a continuous flow of syn-
thetic saliva (500 mL per day) for 14 days at 39 °C (7 days adaption phase, 7 days sampling phase).
In situ bags with fresh feed were replaced every 24 hours. Four reactors were supplemented with
Levabon® Rumen (150 mg per day), the remaining reactors served as control.

Produced gas was collected in gas bags and the concentration of CH, and CO, was determined using
IR measurement. Fermentation broth was sampled once per day. The concentration of volatile fatty
acids (propionic, acetic, butyric and lactic acid) in the fermentation broth was determined using HPLC-
RID after Carrez precipitation. For determination of the total bacterial count, a flow cytometry method
was developed. Progress of pH value and redox potential was recorded online using the Dasgip sys-
tem software. Removed /n situ bags were rinsed with tap water, treated with a methyl-cellulose solu-
tion and dried at 105 °C to determine dry matter disappearance. Statistical analysis of the results was
done using SPSS v19 and one-way-ANOVA.
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Results

Progress of pH value was not influenced by the autolysed yeast derivative Levabon® Rumen and re-
mained stable at about 7.2. Redox potential was also not affected and remained stable at about
-400 mV. Concentrations of organic acids are shown for the last 3 days of sampling phase (second
week of fermentation) due to considerable fluctuations during adaption phase and the first days of
sampling phase (Figure 1, acetic acid as an example).

500
adaption phase | | |sampling phase

= 4004 :
Ea —=— |evabon™ Rumen
; —o— control
5 3004
m
L2
8  200-

100

12345678 91011121314
incubation time [d]

Figure 1: Acetic acid [mg/L] over 14 days of incubation (means of 4 reactors); errorbars represent
standard deviations

Supplementation with Levabon® Rumen resulted in increased concentrations of acetic acid (Figure 2)
and propionic acid (Figure 3). Furthermore, the propionic acid / acetic acid ratio was elevated (Fig-
ure 4). Butyric acid levels were not influenced by addition of the autolysed yeast derivative. Lactic acid
concentration was below the detection limit (1 mg/L) in all samples.

Bacterial counts (determined by flow cytometry), dry matter disappearance and gas composition were
not significantly different between yeast-supplemented and control reactors in this experiment.

Discussion

It has been shown that supplementation with Levabon® Rumen increases concentrations of propionic
acid and acetic acid /in vitro. Furthermore the propionic / acetic acid ratio was elevated. Volatile fatty
acids, especially propionic acid, serve as major energy source for ruminants (Seymour et al., 2005;
Danfaer et al., 1995).

It was reported that an increased concentration of acetic acid elevates milk fat yield /in vivo (Li et al.,
2006; Storry and Rook, 1965), because acetate serves as the main precursor for lipogenesis in adi-
pose tissue (Ishler et al, 1996). Furthermore, Ganner et a/. (2012, unpublished data) observed that
Levabon® Rumen increased total milk yield and milk fat yield in vivo, but the role of acetic acid was
unclear as it was not assessed. However, these findings together with the results of our /n vitro study
suggest that Levabon® Rumen may increase milk fat yield by increasing the concentration of acetic
acid in the rumen.
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Figure 2: Acetic acid [mg/L] in the last three days of sampling phase (means of 4 reactors);
* significant difference between Levabon® Rumen and control (p < 0.05); errorbars represent
standard deviations
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Figure 3: Propionic acid [mg/L] in the last three days of sampling phase (means of 4 reactors);
* significant difference between Levabon® Rumen and control (p < 0.05); errorbars represent
standard deviations
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Figure 4: Propionic acid / acetic acid ratio in the last three days of sampling phase (means of 4
reactors); * significant difference between Levabon® Rumen and control (p < 0.05); errorbars
represent standard deviations

Lactic acid concentration was below the detection limit (1 mg/L) in all samples. The main issue in our
previous in vitro study (batch fermentations) was a high concentration of lactic acid causing a very
low pH value (5.5 and below) after 24 h of fermentation. This means that instead of a healthy rumen,
rather an acidotic state of the rumen was simulated. In a continuous rumen fermentation model, the
pH remains stable due to dilution through synthetic saliva and removal of produced organic acids. This
stable pH value prevents a reduction of the pH-sensitive lactate-consuming microbials as it is de-
scribed during acidosis. Apart from that the amount of feed per fermentation volume was reduced
compared to the batch fermentation system, whereby excessive growth of lactate producers like
Streptococcus bovis is inhibited (Gasteiner, 2001).

It has been shown that Levabon® Rumen increases propionic and acetic acid concentrations in vitro,
without altering bacterial count or pH value. Together, these findings indicate that supplementation
with the autolysed yeast derivative enhances microbial activity and thereby contributes to stabilization
of the microbial flora in the rumen. Experiments are planned to further characterize the impact of
yeast derivatives on the rumen microbial system.
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Introduction

Saccharomyces cerevisiae CNCM I-1077 (Lallemand) is a live yeast strain specifically selected to
enhance rumen function. Many studies have shown SC I-1077 to enhance fiber digestion (Chauchey-
ras-Durand and Fonty, 2001). Guedes et al.(2007) found that SC I-1077 increased fiber digestion by
24% in low quality corn silages and 4.3% in high-quality corn silages.Continuous culture research
showed SC I-1077 decreased ammonia, increased bacterial N production, and increased efficiency of
microbial protein synthesis (Moya et al., 2007). SC I-1077 has also been shown to increase rumen pH
and reduce rumen pH variation (Bach et al., 2007, Guedes et al., 2007, Moya et al., 2007).

Objective

To determine if live yeast (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077) affected milk production, milk
component production, and feed efficiency across multiple experiments with varying diets.

Materials and methods

A dataset with diet information and production responses was compiled from fourteen research trials
conducted internationally (160 observations representing 1615 cows) that tested the effect of dietary
inclusion of live yeast (Levucell SC®) (0.5/g/d; 10 x 10° CFU/d).

Diet and feed analysis data for each study was entered into CPM Dairy 3.0.8 to estimate dietary nutri-
ent parameters.

Mixed model analysis was conducted using JMP statistical software (SAS, Cary, NC).

Production responses were analyzed with the following variables included in the models: Control vs.
Treatment, DMI (kg), DIM category (< 100 DIM vs. > 100 DIM), protein fractions A, By, B,, Bs and C
(%DM), long-chain fatty acids (%DM), methionine (%mp), lysine (%omp), fermentable NDF (%DM),
fermentable starch (%DM) and fermentable soluble fiber (%DM).

Number of cows per treatment was included as a weighting factor and experiment was included in the
models as a random effect.
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Production and Diet Characteristics of Experiments

Table 1: Diet composition

Mean SD Min. Max.
Milk (kg) 31.56 6.45 15.70 43.18
Milk Fat (%) 3.75 0.34 2.76 4.50
Milk True Protein (%) 3.02 0.15 2.71 3.47
DM Intake (kg) 19.22 3.67 11.01 27.20
CP (%DM) 17.32 1.93 13.90 22.20
Soluble CP (%CP) 34.13 7.81 20.94 47.56
Ether Extract (%DM) 4.54 1.30 3.10 6.50
NDF (%DM) 34.91 5.04 26.80 42.40
Sugar (%DM) 5.46 2.33 3.30 10.80
Starch (%DM) 22.82 8.39 3.40 36.50

Results
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Figure 1: 3.5% fat-corrected milk

Figure 2: Saccharomyces cerevisiae
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Figure 4: Feed efficiency

Table 2: Nutrient parameter estimates

Nutrient Parameter Milk, kg True Protein, % True Protein, kg Milk fat, % Milk fat, kg
Estimates R?=0.95 R?=0.79 R’= 0.94 R’=0.76 R?=0.90
DMI, kg 1.92 -0.04 0.05 -0.09 0.03
Protein A, %DM -0.96 0.08 -—= 0.18 ---
Protein B;, %DM -2.42 --- --- 0.37 ---
Protein B,, %DM 1.72 --- 0.04 --- 0.05
Protein Bs;, %DM 7.46 - 0.21 - 0.17
Protein C, %DM --- -0.58 -0.34 -1.08 -0.54
LCFA, kg --- 0.07 0.05 0.15 0.07
Methionine, %mp -—- -—- --- 2.10 1.03
Lysine, Yomp 6.82 - - -0.98 -
Ferm NDF, kg 1.41 -0.03 0.04 --- 0.04
Ferm Starch, kg 0.94 -—- 0.03 --- -—-
Ferm Sol Fiber, kg 0.92 — 0.03 -0.17 —
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Discussion

Live yeast (SC I-1077) significantly improved 3.5% FCM production (35.54 vs. 34.58 kg/d for SC I-
1077 and control) (P<0.0001) with the effect being greater for cows <100 DIM.

Feed Efficiency was improved with SC I-1077 (1.75 vs. 1.70 for SC I-1077 and control) (P<0.001).
Live yeast effects on feed efficiency were greater for cows producing >38 kg milk/d.

The improvement in 3.5% FCM vyield and feed efficiency, with the inclusion of SC I-1077 without any
effect on DMI (P>0.10), could be a consequence of improved rumen function (Chaucheyras-Durand
and Fonty, 2001, Bach et al., 2007). Increasing fiber digestion and controlling rumen pH should in-
crease microbial yield because more substrate will be available.

Further investigations should provide opportunities to design optimized diets with the inclusion of SC
1-1077.

Conclusion

Live yeast (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077) increased 3.5% Fat-Corrected Milk Yield and
Feed Efficiency across multiple experiments with varying diets.
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Introduction

Breeding cattle should kotyledon syndesmochirion placenta, which prevents the transmission of anti-
bodies to the baby after birth, is dependent on their obtaining colostrum (Marvan et al., 1992). Colos-
trum, which is excreted in 3-5 days after birth, is a source of protein, beta-carotene, vitamin A, E, D,
K, B, riboflavin, niacin, magnesium, sodium and potassium. The most important ingredient is colos-
trum immunoglobulin (Ig). In bovine colostrum are 3 types: IgG, IgM and IgA. Immunoglobulin G
(IgG) accounts for about 70% of all immunoglobulins. They are the most abundant class of antibodies
in the blood. Ig immunoglobulin G is effective in neutralizing bacterial toxins and inactivates viruses. If
calf does not get enough insulin immunoglobulins in colostrum, it does not have sufficient immunity to
overcome various diseases.

Own colostrum composition is influenced by several factors, such as age, breed, breeding technology,
nutrition, standing on the length and condition dry cows. Quality colostrum intake has a major impact
on the health and survival of calves from birth to weaning. It has a major impact on calf health, con-
tributes to the intensity calf growth and feed conversion, future reproduction and milk production and
longevity. The components of colostrum support the growth, development and function of the small
intestine, rumen development and have positive metabolic and endocrine effects. The colostrum con-
tained immune factors, hormones, growth factors, vitamins, minerals and essential nutrients.

Materials and methods

The present work was processed on the farm in the Pardubice region. In our experiment were in-
volved 20 cows of Czech Spotted Cattle standing dry that were divided into control and experimental
groups of 10. Experimental and control group were further divided according to the age of 5 heifers
and 5 cows on 2nd and higher lactation. Cows received an identical ration. Experimental group re-
ceived dry cows about 23 days before delivery allowance yeast Saccharomyces cerevisiae culture on
the feeding medium, in the amount 50g/pc/day. The aim of our experiment was to demonstrate the
effect of addition of yeast culture on the content of IgG in colostrum cows.

For cows colostrum was collected in terms of 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after birth. Samples were
taken by nursing staff in vacuum cans with a portable milking tract. Colostrum was kept in a 30 ml
sample containers with appropriate labeling. Subsequently, the samples were frozen and colostrum as
an integrated package was transported to the laboratory LABtechnik Brno. In the laboratory, the
quantitative determination of IgG in bovine biological samples was accomplished using sandwich, en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results were statistically analyzed using Microsoft
Excel and Statistica 10.0.
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Results and discussion

Because cattle have no placental transfer of maternal antibodies to fetal, transfer of passive immunity
of cattle is secured by accumulation of extremely high concentrations of antibody, particularly IgG in
colostrum (Kovac et al., 2001). The amount of absorbed immunoglobulins is influenced by the quality
of colostrum and calf adulthood digestive tract. The immunoglobulin is the richest first colostrum after
birth. In addition, colostrum rich in Ig may be deficient in specific antibodies against microflora envi-
ronment of a newborn if the mother was moved to the barn shortly before parturition or if not proper-
ly vaccinated. In the first hours after birth there is in neonates little stomachs acids and proteolytic
enzymes, and it allows passage into the intestine intact immunoglobulins and their absorption from
the gut. This ability is quickly lost. The interval between birth and the first intake of colostrum should
be as short as possible, less than 10 hours (Barta et al., 2008). Constant milking of cows or late har-
nessing of cows cause, that cows cannot produce the required amount of colostrum and particularly
with the corresponding Ig content. Age of mothers also plays an important role, the colostrum from
older cows exhibits a particularly high level of Ig, while with heifers is the level significantly lower
(Dolezal et al., 2012).

IgG in colostrum is important for the development of calf that are born without antibodies. If it is not
sufficiently connected to the colostrum or colostrum is not good enough (contents IgG) there is insuf-
ficient transfer of colostral antibodies (FPTA). Barta et al. (2008) indicates that the quantity of IgG in
the colostrum should range from 44.5 to 103.4g.I", to prevent inadequate transfer of colostral anti-
bodies (FPTA), and thus health hazards of the calf.

Toman et al. (2000) give as the average value of IgG in early colostrum 73.95g.I™. Suchy et al. (2011)
indicate that quality colostrum should contain 30 to 80g.I" IgG. Further work from Slosarkova et al.
(2011) reports, that with a birth of a cow ends the creation of colostrum and starts the creation of
milk production. Colostrum, which has consisted in the mammary gland for 5 weeks (intensive two
weeks) before childbirth begins diluting the produced milk. As a good colostrum can be considered the
one where the content of IgG is greater than 50g.I™. Hofirek et al. (2009) give values of IgG in colos-
trum 116.20 + 5.70g.I.

Several studies demonstrated a positive effect of feeding yeast culture dry breeding their quality of
colostrum (Dolezal et al., 2012). The effect of addition of yeast culture on dry colostrum cows is
shown in Table 1 and Figure 1 and 2 show a single development in heifers and cows on the 2nd and
higher lactation.

Table 1: The content in colostrum IgG over time

Group 0 6 12 24 48 72
Heifers control 56,34 = 57,93 £+ 30,62 20,36 £ 5,63 = 4,60 £
group 29,128 33,435 16,993 19,332 2,907 5,800
Heifers experi- 56,18 + 39,88 £ 34,72 £ 14,21 £+ 7,15 £ 2,81 %
mental group IgG g/l 5,748 10,656 33,345 5,986 5,033 1,556
Cows control group 111,48 99,96 = 62,04 £ 19,17 6,24 £ 7,81 £
46,330 43,903 34,458 +11,738 3,584 7,961
Cows experimental 122,96 = 98,54 £ 64,90 11,91 £ 7,42 8,11 +
group 27,056 85,441 57,762 5,115 4,104 5,559

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 207




Frohdeova et al.: The effect of addition of yeast culture on the content of IgG in colostrum of cows

Content development Ig G over time
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Figure 1: IgG levels in colostrum over time in heifers [g.|-1]
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From these results it is clear that the addition of yeast culture had a positive effect on content of IgG
in colostrum of cows on the second and higher lactation while the control group during the first collec-
tion of colostrum immediately after birth had 111.48 + 46,330q.I" IgG and in experimental groups in
the same collection were measured 122.96 + 27,056g.I" IgG. For heifers, however, this effect was
not found. For heifers and cows on the 2nd and higher lactation, we can evaluate the level of IgG as
satisfactory. The first samples of colostrum with this level of immunoglobulin G are sufficient, and
should provide an adequate supply of calf antibody. This will ensure his passive immunity.

Conclusion

The most important prerequisites for a good profit in rearing calves are mainly health and future-built
immune system. Especially young calves are susceptible to various diseases and infections. Life-
threatening diarrhea just like flu infection can lead to severe losses and a large reduction in yield of
animals.

To ensure adequate facilities calf antibody it is necessary to have a minimum value of colostrum im-
munoglobulins G 50g.I". This value satisfied the first sampling even for cows heifers to 2 and higher
lactation, but it is preferable to calves fed colostrum from cows that have a value greater than IgG
heifers. From the results of the experiment we can conclude that feeding yeast culture had a positive
effect on the content of IgG with cows at the 2nd and higher lactation, although this positive effect is
not statistically significant.
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Introduction

Antibiotic growth promoters are criticized to increase the risk of development of antibiotic resistance in
livestock and human. As a consequence, their application in livestock production has been banned in
several countries. In order to maintain growth performance of farm animals and thus, productivity of
livestock production, alternative feed additives gained importance during the last decades. Within the
European Union, the application of feed additives is regulated by Directive 1831/2003. The regulation
demands sophisticated information on composition, traceability, efficacy and safety of an additive.
Phytogenic (plant based) feed additives (PFA) are known to exert beneficial effects on performance
and health of farm animals (Windisch et al., 2008), which makes them valuable feed ingredients espe-
cially in antibiotic free production systems. The PFA Fresta® F (Delacon Biotechnik GmbH) is a prepa-
ration of the essential oils of caraway and lemon with a guaranteed carvone content of 0.35% in an
excipient based on mixed, dried herbs and spices. The essential oils, as volatile active compounds, are
partially protected trough a patented micro-encapsulation technology. The non-encapsulated propor-
tion improves sensory properties and serves as appetite enhancer. Fresta® F is the first, and up to
now the only PFA registered as a phytogenic performance enhancer for weaned piglets in the category
of zootechnical feed additives according to Directive 1831/2003. Effects may vary however, depending
on management and feeding, diet composition and genetics of animals. Thus, aim of the present
study was to demonstrate the performance enhancing properties of the PFA Fresta® F in a trial with
newly weaned piglets.

Material and methods

A 40 days lasting trial was conducted to evaluate the effect of the phytogenic feed additive Fresta® F
on zootechnical performance of piglets post weaning. A total of 160 crossbred piglets were fed a
common corn-wheat-barley based prestarter and starter diet, either supplemented with 250 g/t of the
PFA Fresta® F (Delacon Biotechnik GmbH, Austria) or without supplements (negative control). Feed
and water were ad /ibitum available throughout the whole trial. On day 12 of the trial, diets were
changed from prestarter to starter diet. Piglets were kept in 16 pens, castrates and females were
housed separately. There were 10 pens with male and 6 pens with female piglets. Animals were
weighed one day before start of the trial (age of 27 days, 7.9 kg), pens were then assigned to treat-
ments in order to obtain homogeneous treatment groups (with respect to live weight and genetics)
and equal start weight between treatments. An intermediate weighing took place after 12 days (age
of 39 days, approx. 9.1 kg) and again after 29 days (age of 68 days). Feed intake of animals was
recorded per pen. Weight gain and feed intake data were analyzed separately for the prestarter and
starter period and for the whole trial period. After checking for normality and homogenous variances,
data was analyzed by Proc GLM of the statistical software package SAS. The model included treatment
and sex as well as the 2-way interaction between treatment and sex as independent factors. The sig-
nificance level was set at P < 0.05 and 0.05 < P < 0.10 was considered as a near-significant trend.
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Results and discussion

Piglets were healthy during the whole trial period, except for 5 piglets which did not reach end of trial
(overall losses 3.1%). During prestarter phase three piglets were removed, due to bad performance
and one piglet died of unknown reason. Another piglet died during starter period. Overall losses were
very low and treatment differences could not be detected (3 piglets of negative control group and 2
piglets of treatment group did not reach trial end, resulting in n= 77 and n= 78 piglets for negative
control and treatment group, respectively).

The effects of the PFA Fresta® F on average daily feed intake (ADFI), average daily again (ADG) and
feed conversion ratio (FCR) are shown in Table 1.

Table 1: Effect of the PFA Fresta® F on average daily feed intake (ADFI), average daily again (ADG)
and feed conversion ratio (FCR; LSmeans%SD)

Negative Control Fresta® F Pvalue
(Treatment)
ADFI Day 0-12 0.209+0.039 0.223+0.039 0.49
ADFI Day 12-41 0.823+0.04 0.816+0.04 0.75
ADFI Day 0-41 0.642+0.03 0.642+0.03 0.98
ADG Day 0 - 12 0.091+0.031 0.110+0.031 0.28
ADG Day 12-41 0.389+0.048 0.428+0.048 0.09
ADG Day 0-41 0.298°+0.031 0.337°+0.031 0.04
FCR Day 0-12 2.39+0.730 2.16+0.730 0.57
FCR Day 12-41 2.15+0.240 1.91+0.240 0.08
FCR Day 0-41 2.17°+0.206 1.922+0.206 0.04

P within a row, different superscripts differ £<0.05.

ADFI calculated over the whole trial period was the same in both treatment groups. However, during
the first 12 days piglets of the Fresta® F group consumed 7 % more feed compared to negative con-
trol. Low feed intake of piglets after weaning is associated with intestinal villus atrophy, leading to
diminished intestinal barrier function against pathogens (Dong and Pluske, 2007) and impaired en-
zyme secretion and/or activity (Huguet et al., 2006). Therefore, high feed intake in the prestarter
phase is of special importance to prevent postweaning growth lag as well as the occurrence of diar-
rhea. In the present study, in the second period (day 12 to 40) feed intake of piglets of the treatment
group was about 1 % lower compared to control piglets. Due to the absolute higher daily feed con-
sumption of pigs in the later trial phase, 1 % reduction of feed intake compensates for 7 % higher
feed intake post weaning in the Fresta® F fed group.

The higher ADFI directly postweaning was reflected in a 21% higher ADG in the prestarter period.
Interestingly, although in the starter period ADFI was slightly lower compared to the negative control,
ADG of Fresta® F fed piglets still tended (P=0.09) to be higher compared to the negative control. This
finding may be attributed to lower intestinal cell atrophy and therefore a better developed digestive
tract due to the higher feed intake in Fresta® F fed piglets early postweaning. Moreover, essential oils
and spices present in Fresta® F may have led to improved secretion and activity of digestive enzymes
(Platel and Srinivasan, 2000) and thereby to a better utilization of dietary nutrients, which over-
compensates the slightly reduced feed intake in this experimental period. Calculated over the whole
trial period ADG of piglets was 13 % (P=0.04) higher compared to the negative control.

In the present study, in the prestarter phase piglets of Fresta® F group showed 9.7 % improved FCR
compared to negative control. In the subsequent starter phase Fresta® F fed piglets tended (P=0.08)
to have better FCR compared to negative control. Calculated over the total trial period of 40 days,

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 211



Goerke and Wendler: Improvement of zootechnical parameters in weaned piglets by a phytogenic performance
enhancer

there was 11% better FCR (P=0.04) in Fresta® F fed piglets compared to negative control. The im-
proved ADG and FCR in Fresta® F supplemented animals was also reflected in the body weight of
piglets at day 12 and at the end of the trial (Figure 1).
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Figure 1: Body weight development in pigs fed either on control diet or control diet supplemented
with Fresta® F

At day 12 and at the end of trial (day 40) body weight of piglets in Fresta® F group was 3 % and 7 %
higher compared to negative control, respectively. The higher body weight of Fresta® F fed group at
the end of the trial amounted to an average of 1.4 kg.

Conclusion

The results of the present study emphasize the importance of a high feed intake early post weaning.
It is assumed that due to the better development of the gastro-intestinal tract and digestive function
induced by the higher early feed intake, long lasting improvements of zootechnical performance can
be obtained by inclusion of Fresta® F in piglet diets.
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Introduction

Feed transition, housing change, separation from mother and litter, physiological and immune varia-
tions are some of the great changes of weaning. Piglets are facing multi-factorial stresses in a short
time. One of the most visible impacts of these stresses is the great decrease in feed intake after
weaning. This drop in feed intake is likely to cause difficulties to cover growth requirements, due to
reduction of the villosities height and thus nutrient absorption area, and to mobilisation of fat and
muscle reserves. Besides these consequences, there are non-visible impacts at physiological and met-
abolic levels. Indeed weaning means first encounter between piglets and some raw materials. Conse-
quently animals have to adapt their enzymatic system in order to digest these new raw materials,
which is an important physiological change. As the first reaction of piglets’ organism is to consider
new feed as an antigen, they have also to adapt their immune system in order to accept this new
feed. As 70 to 80% of the immune cells are located in the gut, this adaptation can generate local in-
flammation and oxidative stress. In contact with antigens, macrophages induce the production of pro-
inflammatory and oxidative stress markers and this consumes a lot of energy and nutrients. To help
animals coping with this stressful period, a combination of plant extracts has been tested in the farm
of an agricultural secondary school. These natural active ingredients have been selected for their anti-
inflammatory and anti-oxidant properties. Former results have indicated the synergistic action be-
tween the three plant extracts. One additional described property of these plant extracts is the modu-
lation of intestinal motility which can be interesting to reduce diarrhoea disorders. The combination of
these three plant extracts has proved to be more efficient than each plant extract alone. Thus, this
combination and the right dosages of each extract have been patented.

Material and methods
Animals

A total of 77 sows (Youna genetic line) from 3 successive batches were divided into two groups: half
of them were fed with the combination of plant extracts 15 days before farrowing and during the
whole lactation (21 days). The other half was fed without feed additive.

After weaning, 624 piglets from these 77 sows were followed during post-weaning period: half of
them were fed with the plant extracts combination and the other half without feed additive. Four dif-
ferent groups of piglets were constituted depending on their own diet and depending on their moth-
er’s diet (figure 1). Plant extracts combination was distributed to half of piglets from weaning (21 days
of age) until the end of post-weaning period (67 days of age). Pre-starter feed was offered from 21
days until 42 days of age, and starter feed from 42 days until 67 days of age. All formulas were with-
out antibiotics, zinc oxide nor acidifier and were distributed ad libitum.
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Maternity
Control Plant extracts

N

o

Post-weaning

Control Plant extracts Control Plant extracts
~ ~
Control in matemity Control in motemity Plont extracts in matemity ~ Plant extracts in matemity

Control in postweaning  Plont extracts in postweoning  Control in postweoning  Plant extracts in post-weaning

Figure 1: Experimental design

Diets

During gestation and lactation, feed specifications were respectively as follow: 2985 kcal/kg of digest-
ible energy, 13.5% of crude protein, 4% of fat, 0.67% of lysine; 3400kcal/kg of digestible energy,
16.8% of crude protein, 5.1% of fat, 1.01% of lysine.

Pre-starter and starter feed specifications were respectively as follow: 19.2% of crude protein, 6.8%
of fat and 1.30% of lysine; 16.5% of crude protein, 1.7% of fat and 1.2% of lysine.

Measurements

The following parameters were recorded in farrowing room: sows’ weight at the entry in the rooms
and at weaning (21 days), feed intake of sows, piglets’ weight at birth, 24h after birth and at wean-
ing, number of dead and alive piglets at farrowing, 24h after birth and at weaning. Number of dead
piglets or sows was recorded daily. Statistical evaluation of weight, prolificity, percentage of mortality
was made with the analysis of variance method. Number of dead piglets in each group was treated
with the Chi2 method.

In post-weaning period, piglets” weight and feed intake were measured weekly and feed conversion
ratio and average daily gain were calculated. Number of dead piglets was recorded every day. Data
were subjected to analysis of variance.

Results

Maternity (from farrowing to weaning)

The number of dead piglets per sow between 24h after farrowing and weaning tended to decrease
with the use of plant extracts (table 1, p<0.1): 0.17 dead piglet in the test group compared to 0.46
dead piglet in the control group.

There was no significant impact of the plant extracts on other maternity performance such as prolifici-
ty, sows and piglets weights (table 2).
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Table 1: Piglets’ mortality between 24h after farrowing and weaning

Without plant extracts With plant extracts Difference

0.46 dead piglet /sow 0.17 dead piglet / sow P<0.1

Table 2: Maternity results

Without plant With plant ex- Difference
extracts tracts

Weight loss of sows between beginning and end of 35.2 kg/sow 36.7 kg/sow NS
maternity period

Number of alive born piglets 14.90 15 NS
Number of weaned piglets 12.2 12.4 NS
Daily feed intake of lactation feed 6.13 kg/d/sow 6.11 kg/d/sow NS
Average weight of piglets at weaning 6.5 kg/ piglet 6.5 kg/piglet NS

Post-weaning

Average daily gain (ADG) of piglets in post-weaning was significantly improved with the plant extracts
(figure 2). The best performance was obtained with the group of piglets fed with plant extracts in
post-weaning and originating from sows fed also with plant extracts. ADG of this group of piglets was
improved by 11.4% (p<0.001) compared to ADG of control group (without plant extracts in sows and
piglets diets). Groups of piglets fed with plant extracts only in maternity or only in post-weaning ob-
tained better results than those of control group (respectively +4.9% and +3.5%).

Improvement of ADG was observed in the global post-weaning period but also during the pre-starter
and the starter periods. During the prestarter period, group fed with plant extracts in maternity and in
post-weaning had a 30% higher ADG than negative control group (+53g/d, p<0.001). During starter
period, the ADG of piglets receiving the plant extracts was 6.1% (p<0.05) higher than those receiving
the control diet.

At the end of post-weaning period, live weight of piglets was increased by 2.15kg/piglet (p<0.01) in
the group fed with plant extracts in maternity and post-weaning (29.44 kg/piglet at 67 days of age)
compared to negative control group (27.29 kg/piglet at 67 days of age).

Feed intake tended also to be improved by plant extracts combination: 7% (NS) of additional feed
intake was obtained in the group fed with natural active ingredients in maternity and post-weaning
compared to negative control group (table 3).

Consequently, feed conversion ratio tended also to be improved (NS) in the plant extracts group:
4.3% of improvement compared to control group (table 3).

Discussion

This trial has demonstrated the great impact of sow diet on piglets’ performance. Best results were
obtained when the plant extracts combination was distributed to sows from maternity period and then
to piglets from weaning until the end of post-weaning period. When plant extracts were distributed
only in maternity or only in post-weaning, performance of piglets in post-weaning were better than
those of negative control group but lower than those of the group with plant extracts distributed dur-
ing both periods. This indicates a cumulative effect of these plant extracts on piglets’ performance.
Besides this cumulative effect, there is also what we can call a “back-effect” of the distribution of
plant extracts in maternity on post-weaning performance. Indeed, when plant extracts are distributed
in maternity, main effects are visible on piglets after weaning and not during the distribution in ma-
ternity. This result highlights the great impact of sows’ metabolic stress’ management on future pig-
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lets” performance. When sows receive plant extracts with anti-inflammatory and anti-oxidant proper-
ties, they may produce a milk of better quality (decrease in piglet mortality in maternity) and conse-
quently, better prepare their litter to face weaning changes.

Effect of plant extracts distributed in maternity
and/or in post-weaning on piglets ADG

+6.1%

628 637 643 666
+11.4%
473
425 M0 446
+30.9%
225
T I

ADG 20-42d (g/d) ADG 42-67d (g/d) ADG 20-67d (g/d)

B Control maternity / Control post-weaning Control maternity / plant extracts post-weaning

plant extracts maternity / Control post-weaning M plant extracts maternity / plant extracts post-weaning

Figure 2: Piglets ADG in post-weaning

Table 3: Daily feed intake and feed conversion ratio

Without plant extracts (materni- With plant extracts (maternity
ty and post-weaning) and post-weaning)
Daily feed intake (g/d) 687 735
Feed conversion ratio 1.62 1.55

Conclusion

Combining plant extracts with different properties allows higher benefit from synergies to better face
inflammatory and oxidative processes around weaning. This trial highlights maternal impact on wean-
ing preparation. Inflammatory and oxidative processes can be calmed down during lactation and a
right management of sows during this period has indirect impacts on piglets’ performance after wean-

ing.
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Abstract

At the present time, new possibilities how to positively affect animal performance in farm conditions
are searching. The artificial insemination is widespread in reproduction process. But stressful situa-
tions can occur in great herds and they have negative effect on reproduction functions. Thereby new
feed additives-herbal extracts for improvement of boar reproduction ability are used. The objective of
the study was to evaluate the effect of Eurycoma longifolia, Tribulus terrestris and Leuzea car-
thamoides extract on reproduction functions and semen quality of boars. Boars were divided in two
groups (5 animals in each) and housed at the insemination station. Feed mixture with herbal extract
and lauric acid addition was fed to trial group for 9 weeks. The samples of ejaculate were collected
and libido sexualis evaluation was performed every week. There was not statistically significant differ-
ences in libido sexualis and semen quality parameters between experimental and control group at the
beginning of the experiment. Libido sexualis was improved during the experiment (3.84 £ 0.57 points
in trial group vs. 3.58 + 0.62 in control group). But percentage of abnormal spermatozoa was higher
in trial group (33.95 £ 16.95 % vs. 26.91 £ 16.14 %, P<0.05). No other negative effect of herbal
extract was monitored. The concentration of free amino acids in seminal plasma was improved during
the experiment in trial group.

Introduction

At the present time, new possibilities how to positive affect animal performance in farm conditions are
searching. The artificial insemination is widespread in reproduction process. But stressful situations
can occur in great herds and they have negative effect on reproduction functions. Thereby new feed
additives-herbal extracts for improvement of boar reproduction ability are used. Herbal extracts on
quassinoids basis have fundamental importance in many biological activities. They are a group of
structurally complex and highly oxygenated degraded triterpenes. They are divided into five groups
according to their basic sceleton, C-18, C-19, C-20, C-22 and C-25. Their biological activities include
functions such as antitumor, antifeedant, insectidal, anti-inflammatory and antiulcer [1]. Quassinoids
have also aphrodisiac function. The effects of Eurycoma longifolia Jack extracts on sexual qualities in
middle male rats were studied by [3]. Results of their experiment showed that this extract enhanced
the sexual qualities by decreasing their hesitation time. Positive effect of Eurycoma longifolia extract
was also found on libido sexualis of male rats [2]. Aphrodisiac effect and hormonal effect were de-
scribed by [5] in extract from Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae). Tribulus terrestris was used in
traditional Chinese and Indian systems for the treatment of various ailments and for improvement of
sexual functions. In the study of [11] the aphrodisiac properties of the furostenol glycoside fraction
from Tribulus terrestris were studied in male castrated rats. The improvement in sexual behaviour —
increase in mounting frequency, intromission frequency and ejaculation latency — was observed.
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Plants and their secondary metabolites exhibit a wide range of biological effects. Antioxidant effect of
Leuzea carthamoides extract was observed [9]. The extract has adaptogenic effect, decreases unfa-
vourable influence of different stress factors, increases proteosynthesis and enhances libido sexualis.

We did not find any published data that characterize the effect of Eurycoma longifolia, Tribulus ter-
restris and Leuzea carthamoides extracts on reproduction functions and semen quality in boars.

Material and methods

Effect of Eurycoma longifolia, Tribulus terrestris and Leuzea carthamoides extract on reproduction
functions and semen quality of boars were studied in the experiment. Boars were divided in two
groups — five boars in control group (C) and five boars in trial group (H). Animals were fed with com-
mercial feeding mixture for boars, dry mixture of these herbal extracts with lauric acid was added in
trial group, only carrier was added in feeding mixture for control group (259 of prepara-
tion/boar/day). The boars were housed in the same conditions of insemination station in one stable.
The experiment lasted 9 weeks, the first week was control period (without herbal extract in feeding
mixture) and the first samples of ejaculate were collected. The feeding mixture with herbal extracts
was fed in next eight weeks after control period (in group H) and samples of ejaculate and libido sex-
ualis evaluation were performed every week. The ninth week was control period (without herbal ex-
tracts) and last samples of ejaculate were collected. The following parameters were monitored during
the experiment: semen volume, sperm concentration, sperm motility, sperm morphology, parameters
of seminal plasma (content of free amino acids). The determination of morphologically abnormal
spermatozoa was evaluated microscopically (magnification of 1500x) on stained smears of the native
semen on slides according to [4]. Libido sexualis was evaluated subjectively by staff in insemination
station according scale from 1 to 5 points. The free amino acid content in seminal plasma - taurin
(Tau), aspartic acid (Asp), threonine (Thr), serine (Ser), glutamic acid (Glu), glycine (Gly), alanine
(Ala), valine (Val), methionine (Met), isoleucine (Ile), leucine (Leu), thyrosine (Tyr), phenylalanine
(Phe) and lysine (Lys) - were measured by automatic amino acid analyzer AAA 339 M. One ml of sem-
inal plasma was deproteinized by adding 1 ml of acetylsalicylic acid, centrifuged for 15 minutes
(3000 rpm), supernatant was filtered and 1 ml of buffer (pH 4.65) was added. The statistical program
QC Expert was used for statistical evaluation of the results from the experiment. Basic statistical char-
acteristics (mean, standard deviation) were calculated. Mean values were compared by the unpaired t-
test. Significance was declared at P<0.05, P<0.01 and P<0.001 level.

Results and discussion

A comparison of semen quality parameters from the first semen collection (before feeding herbal ex-
tracts in feeding mixture) is presented in Table 1. There were not found significant differences be-
tween control (C) and trial group (H) in semen volume, sperm concentration, sperm motility,
abnormal sperm percentage, percentage of live sperms. The semen volume was found higher in C
group in comparison to H group (334.00 £ 135.02 ml vs. 296.00 + 81.42 ml, P>0.05). There was not
difference in sperm motility between C and H group (69.00 + 12.94 % vs. 66.00 £ 10.84%, P>0.05)
in the samples of ejaculate from the first collection. The percentage of abnormal sperms was higher in
H group (33.90 £+ 24.02% vs. 16.50 * 8.80%) but without significant difference between both
groups. The estimation of libido sexualis was better in H group (3.60 £ 0.55) than in C group (3.20 %
0.84).

Data from the ninth ejaculate collection (at the end of the experiment) are given in Table 2. There
were not found out significant differences between C and H group in monitored parameters although
there was higher percentage of abnormal sperms (36.00 £ 20.40% vs. 22.50 £ 8.28%) and lower
motility (57.50 £ 5.00% vs. 74.00 £ 6.52%) in H group.
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Table 1: Comparison of basic semen quality characteristics in control (C) and trial group (H) — the
first semen collection (mean % standard deviation)

Libido sexu- . Abnormal .
Group  alis evalua- Semen volume Sperm motility spermatozoa Sp_erm co3ncent3— Live sperma-
- (ml) (%) ration (10°/mm?) tozoa (%)
tion (%)
C 3.20 £ 0.84 334.00 + 135.02 69.00 + 12.94 16.50 + 8.80 532.40 + 81.16  79.40 + 9.18
H 3.60 £ 0.55 296.00 + 81.42 66.00 + 10.84  33.90 £ 24.02 542.50 + 151.78 69.40 + 6.43

Table 2: Comparison of basic semen quality characteristics in control (C) and trial group (H) — the
end of experiment (mean + standard deviation)

Libido sexu- Abnormal

Semen volume  Sperm motili- Sperm concent-  Live spermato-

Group  alis evalua- (ml) ty (%) spermatozoa . (103/mm?) 203 (%)
tion (%)

C 4.00 £ 0.00 348.00 + 114.05 74.00 £6.25 22.50 +8.28  343.00 + 104.12  67.00 + 7.35

H 4.00 £0.00 350.00 £52.92 57.50 £5.00 36.00+20.40 363.75+ 133.21  66.25 + 7.93

Table 3: Comparison of basic semen quality characteristics in control (C) and trial group (H) — the
whole experiment (mean + standard deviation)

Libido sexu- . Abnormal .
- Semen volume Sperm motility Sperm concent-  Live sperma-
Group  alis evalua- o spermatozoa . 3,3 o
) (ml) (%) ration (10°/mm?~) tozoa (%)
tion* (%)*
C 3.58 £ 0.62 346.33 +111.49 68.67 +£9.38 26.91 £ 16.14 366.99 + 118.95 67.02 + 8.68
H 3.84 £ 0.57 346.74 + 73.61 68.14 + 8.66 33.95+16.95 369.26 + 121.61 66.07 + 9.00

*P<0.05

The average value of monitored parameters from all nine collections during the experiment is given in
Table 3. Positive effect of herbal extract added into feeding mixture on libido sexualis in H group was
detected. Valuation of libido sexualis was higher in H group in compared to C group (3.84 + 0.57 vs.
3.58 £ 0.62, P<0.05). Positive effect of herbal extracts from 7ribulus terrestris and Eurycoma longifo-
Jia also described on libido sexualis in male rats [2, 6]. The semen volume, sperm motility, sperm con-
centration and percentage of abnormal sperms were very similar in both groups. The percentage of
abnormal sperms was significantly higher in H group (P<0.05).

The content of free amino acids in seminal plasma in the first and the ninth collection is presented in
Table 4 and 5. There was observed higher content of all monitored free amino acids after 8 weeks of
herbal extracts feeding in H group. Statistically significant difference was detected for Tau (P<0.01),
Ala (P<0.01), Val (P<0.001), Met (P<0.001), Ile (P<0.05), Leu (P<0.05), Tyr (P<0.05), Phe (P<0.05)
and Lys (P<0.05).

The average value of free amino acid content from the beginning to the end of the experiment is illus-
trated in Figure 1. There are not significant differences between group C and group H. The highest
average concentration was measured for glutamic acid (17.43 + 5.14 pmol/100ml in C group, 21.55 +
7.59 pymol/100ml in H group). Glutamic acid was marked as predominant in boar seminal plasma in
experiment with Yorkshire boars and serine as the second most prevalent amino acid [7, 8, 10]. Gly-
cine was the second major amino acid in our experiment. Its concentration in seminal plasma in C
group was measured 12.81 £ 7.29 pymol/100ml and 14.65 £+ 13.37 pmol/100ml in H group (P>0.05).
The third highest concentration was measured for taurine amino acid (7.48 £ 4.26 pmol/100ml in
group and 7.87 £ 5.46 pmol/100ml in H group, P>0.05).
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Table 4: Concentration of free amino acids in boar seminal plasma in control (C) and trial group (H) —
the first semen collection

Free amino acids (umol/100ml)

Group Tau Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Met Ile Leu Tyr Phe Lys

kk k% kkk * k% kkk

mean 6.74 2.27 3.16 222 1743 8.06 346 241 257 209 276 270 241 4.69
sd 162 157 157 089 514 264 050 0.78 0.75 049 1.18 158 1.13 1.19
y mean 496 207 160 0.84 2455 680 197 124 039 1.04 082 093 1.09 145
sd 204 173 057 024 759 183 084 1.06 034 0.66 045 0.38 0.27 0.56

*P<0.05 **P<0.01 ***P<(0.001

C

Table 5: Concentration of free amino acids in boar seminal plasma in control (C) and trial group (H) —
the end of experiment

Free amino acids (umol/100ml)
Group

Tau Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Met Ile Leu Tyr Phe Lys

mean 831 3.52 2.13 225 49.74 23.15 544 588 0.85 3.27 333 244 256 4.63
sd 3.02 267 088 101 2209 8.01 207 284 021 162 110 117 110 2.85

mean 21.12 8.65 4.83 4.68 10786 44.10 6.80 6.71 1.66 7.03 7.60 4.45 4.84 1232
sd 7.63 588 271 3.04 6573 3055 273 144 0.19 331 345 158 2.00 4.97

50,00 -
45,00 - 43,41
40,00 -
35,31
35,00 -

30,00 -

25,00 -

Hmol/100ml

20,00 -

15,00

10,00 1 7,48 7,87

4,26

3,59 3,60 126 3,76
3,373,05 1,82246 2,032,50 2032,02 1 g51,99

1,040,88 1 ’ 09 402 1,651,

Tau Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Met lle Leu Tyr Phe Lys

@ Group C BGroup H

Figure 1: Concentration of free amino acids in boar seminal plasma in control (C) and trial group (H)
— the whole experiment
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Conclusion

The positive effect of Eurycoma longifolia, Tribulus terrestris and Leuzea carthamoides extract on
reproduction functions of boars were detected in the experiment. Significant improving of libido sexu-
alis was registered. The herbal extract had no negative effect on quality of ejaculate, except higher
occurrence of morphologically abnormal spermatozoa. The concentration of free amino acids in semi-
nal plasma was improved.
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Introduction

Up to now, experiments evaluating the effect of phytonutrients on available energy considered only
apparent metabolizable energy (AME). However, besides improved nutrients digestion and absorption,
studies demonstrated that the enhanced performance is closely linked to changes in gut ecosystem.
This could explain the inconsistency observed during trials looking at the effect of phytonutrients on
AME. Studies suggest that net energy for production (NEp) is @ more accurate parameter to establish
the answer of broilers to phytonutrients supplementation (van der Klis et Kwakernaak, 2008). Howev-
er, no data is currently available on the effect of these additives on NEp.

Consequently, the objective of this study was to evaluate the effects and relationships resulting from
the supplementation of a standardized protected blend of carvacrol, cinnamaldehyde and capsicum
oleoresin in terms of performance and energy utilization.

Experimental procedure

Two iso-energetic and iso-proteic diets were formulated, one based on corn and soya (52.9% corn,
31.3% soybean meal, 1% vegetable oil; 21.5% CP, 2897 kcal/kg ME, 3.4% fat), the other one based
on wheat and soya (54.7% wheat, 27.5% soybean meal, 3.5% vegetable oil; 21.5% CP, 2895 kcal/kg
ME, 4.7% fat). Each feed was then divided in two batches, and one of each was supplemented with
100 g/t of a standardized protected blend of carvacrol, cinnamaldehyde and capsicum oleoresin (XT,
XTRACT® 6930, Pancosma). These 4 experimental diets were then distributed ad /ibitum to 400 male
broilers (Ross 308), from 1 until 21 days of age. These dietary treatments were given according to a
2*2 factorial design, with 10 birds per floor pen, and 10 pens per treatment. All pens were bedded
with used litter.

Growth performance data were collected at 21 days of age. At 21 days, one bird per pen having the
closest weight to the average weight of its pen was transferred in one the 40 metabolic cages of as-
sess AME and nutrients digestibility following a total collection during 3 days. Environmental conditions
during this phase were similar to those occurring during the previous one. Two other birds, having the
closest weights to the mean weight of their pens, were weighed and sacrificed by cervical dislocation
at 21 days of age. A similar slaughtering technique was applied to determine the efficiency of AME
retained in the carcass (ECr), net energy for production (NEp) and total heat production (HP — Pirgo-
Zliev et al., 2011).

Results were analzed by ANOVA. An analysis of linear correlation was used to assess the relationship
between AME and NEp, and growth performance of the animals. XT was used as a grouping factor.
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Results and discussion

There was no interaction between the type of cereal and the presence of XT on any of the parameters
recorded. The type of diet affected AME (P < 0.05). This is in accordance with the available literature
reporting that broilers fed a wheat based diet exhibit a lower AME compared to those fed with corn
(Amerah et al., 2008).

XT improved BWG by 6.1% and reduced FCR by 9.6% (P < 0.05, figure 1). These results are in ac-
cordance with the available data on the effect of this product (Bravo, 2009).

In addition, XT increased fat digestibility and AME (figure 2). Similar results were previously observed
(Bravo et al., 2011). The effect of XT on fat digestibility is most probably related to the impact of cap-
sicum oleoresin on bile secretions (Ganesh Bhat et al., 1984).

XT reduced HP by 132 kcal/kg (P < 0.05) and increased ECr and NEp, respectively by 129 and
136 kcal/kg (figure 3).

FCR (0/q) cereal: £ < 001
1.8 XT: P <001
1.0 —F— Cereal*XT: 7=0.76
14 ~
1.2

i O-XT
08 m+XT
0.0
04
0.2

0

Wheat Corn

Figure 1: Effects of the treatments on broiler performance
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Figure 2: Effects of the treatments on fat digestibility and AME (a, b, P < 0.05)

Seite 224 12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013



Pirgozliev et al.: A standardized blend of carvacrol, cinnamaldehyde and capsicum oleoresin improves energy
partitioning in broilers

ECr (keal/kg) NEp (kcal/kg) HP (kcal/kg)
1400 - -
1200 - b b 2200 a
. 1200 { 4 T
10007 g 1000 | [F 21004 [
800 - b
800 1 2000
600 - -
600 -
‘2‘22 400 - 1900 -
200 -
0 ' 0 . 1800 .
without XT  with XT without XT  with XT without XT  with XT

Figure 3: Effect of XT on ECr, NEp and HP (a, b, < 0.05)

Finally, FCR was highly correlated with NEp (P < 0.01, R* = 0.74) but not with AME (2 > 0.05). This
suggests that NEp is a more adequate parameter to evaluate the response of broilers to phytonutri-
ents supplementation.

The improvement of energy utilization enabled by XT can be related to the mode of action of its con-
stituents. First, capsicum oleoresin is known to improve fat digestibility, which can explain the in-
creased AME. Then, phytonutrients such as cinnamaldehyde and capsicum oleoresin have immune-
modulating properties (Liu et al., 2012a, Lee et al., 2010, Lee et al. 2011). Consequently, these com-
ponents improved the inflammatory status of the gut epithelium (Liu et al. 2012b), and optimize gut
integrity (Jamroz et al. 2006). This enhancement of surface of absorption is most probably the second
parameter explaining the enhanced EMA. However, this does not take into account the immune-
modulating effect of XT. Immunity is known to be highly demanding in energy. Its optimization thanks
to XT enables to reduce maintenance requirements. As a consequence, more energy is rendered
available for production.

Conclusion

This study showed that XT improves metabolizable energy and reduces maintenance requirements of
broilers. Consequently, the amount of energy available for production is increased, which induces a
better feed efficiency.
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Introduction

Antimicrobial resistance occurring in zoonotic bacteria in animals and food can compromise the effec-
tive treatment of infectious diseases in humans. Therefore the EU launched a strategy to combat the
threat of antimicrobial resistance by phasing out of antibiotics for non-medical use in animals. The
consequences on animal performance and health as well as alternatives are a topic of interest when
considering new ways to optimise animal production without their help. Several strategies have been
introduced into animal production since the ban of antibiotics. In particular, phytogenic feed additives
gain interest in pig and poultry nutrition since they are known for their pharmacological properties.
Polyphenoles from grape seeds for instance have been shown to have anti-inflammatory effects
(Gessner et. al., 2012). Based on this knowledge, the new phytogenic feed additive Anta®Phyt BLT,
containing flavonoids from grape seeds and other secondary plant ingredients, has been developed.

Material and methods

In vitro: A screening study was conducted, where the effect of Anta®Phyt BLT on microbial population
in the intestine of broiler chickens was tested compared to a negative control and the positive control
Monensin. Concentrations of active ingredients of Anta®Phyt BLT were 4, 12, and 40 pg/ml. Inoculum
for the simulation was fresh authentic ileal digesta from chickens raised on a commercial production
farm. Fermentation was continued for 10 hours at 38 °C under anaerobic conditions. Lactic acid and
volatile fatty acids were analysed by gas chromatography at the end of the simulation. The abundanc-
es of the target species were analysed by quantitative real time PCR (gPCR) using primers specific for
the target bacteria. Two-tailed Student’s t-test was used to compare average levels of each test
treatment to negative control. Risk level of 0.05 was used for significance, but p-values between 0.05
and 0.10 were also reported as indicators of tendency.

In vivo: The feeding trial was conducted at the Freie Universitat Berlin, with 320 broilers (Cobb) from
day 1 to day 35. The birds were randomly allocated to two groups 4 h after hatching and were kept in
fully air conditioned floor pens (2.5 m2) on wood shavings with 20 broilers per pen.

The birds were fed a starter feed for the first two weeks and after that a finishing feed until the end of
the trial at 35 days of age (tables 1 and 2). The diet was based on maize and soy bean meal. The
treatment group received the phytogenic feed additive Anta®Phyt BLT at a dosage of 400 g/t of feed.
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Table 1: Starter feed (day 1 — 14)

Composition Control Treatment
Soybean meal (%) 34 34.14
Maize (%) 55.99 55.67
Soya oil (%) 5.40 5.62
Calcium carbonate (%) 1.48 1.04
MCP (%) 1.42 1.42
Premix (%) 1.20 1.20
Methionine (%) 0.26 0.26
Lysine (%) 0.13 0.13
Sodium chloride (%) 0.10 0.10
Threonine (%) 0.02 0.02
Anta®Phyt BLT (%) 0.00 0.04

Table 2: Grower feed (day 15 — 35)

Composition Control Treatment
Maize (%) 60.19 59.79
Soybean Meal (%) 28.43 28.50
Soya oil (%) 6.70 6.85
Calcium carbonate (%) 1.48 1.26
MCP (%) 1.38 1.38
Premix (%) 1.20 1.20
Methionine (%) 0.30 0.30
Lysine (%) 0.21 0.21
Threonine (%) 0.06 0.06
Sodium chloride (%) 0.05 0.05
Anta®Phyt BLT (%) 0.00 0.04

Chicks were weighed individually on day 1, 7, 14, 21 and 35. Feed intake per pen was measured
weekly by determining initial weight of feed and feed rest as well as possible feed losses. Feed intake
per chick and also feed conversion rate were calculated using average live weight gain per pen (in-
cluding dead or culled animals). At the end of each feeding week, an aliquot of 5 litter samples per
pen was analysed for dry matter content by weighing before and after freeze drying.

At day 35, faecal samples were taken from the rectum of 16 animals per treatment group. Bacterial
DNA was extracted and analysed for specific rDNA sequences, using real time PCR. Differences be-
tween the two treatments were compared using Tukey’s test. Probability values of 0.05 were consid-
ered significant.

Results in vitro

The active components of Anta®Phyt BLT showed a dose response and at 40 pg increased the produc-
tion of acetic and propionic acid significantly while decreasing the production of lactic acid (figure 1).
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Figure 1: Effect of Anta®Phyt BLT on fermentation pattern in ileal digesta of broiler chickens

Results in vivo

In total, 8 animals died or were culled during the trial which means a mortality rate of 2.5 %. While
feed intake was increased by 1.4 % in the treatment group, feed conversion (kg feed/kg live weight
gain) was decreased by 2.1 %. Live weight gain was numerically improved on average by 3.6 % by
using Anta®Phyt BLT. The positive effect was statistically significant during change from starter to
finisher feed and in the first week of the finishing feed. The application of Anta®Phyt BLT also de-
creased moisture content in the litter significantly by 7.21 % (Figure 2).
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Figure 2: Effect of Anta®Phyt BLT on broiler performance and moisture content in the litter

Microbial analyses of the faeces showed a slight reduction in the microbial load for the analysed bac-
terial groups, which was significant for the group of bacteroides (log 10.69 vs log 8.66 for control and
treatment group respectively).
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Figure 3: Effect of Anta®Phyt BLT on microbial population in broiler faeces

Discussion

The relationship between microbial community and its metabolism and animal performance is both
complex and dynamic. The understanding on causal effects is still developing. Bacteria in the chicken
small intestine utilise the same nutrients that are absorbed and metabolised by the host. Therefore,
the reduced bacterial load in this section of the gastrointestinal tract and consequently the decreased
competition for nutrients is believed to explain the mode of action of antibiotics in improving perfor-
mance of the production animals (Dibner and Richards, 2005). The use of Monensin and other antibi-
otics for instance, was shown to decrease the total nhumber of bacteria in the small intestine while at
the same time increasing body weight gain and feed conversion (Apajalahti and Kettunen, 2006).

The effects of Anta®Phyt BLT /7 vitro and in vivo are consistent with these findings. The total number
of bacteria in ileal chyme of broiler chicks was reduced by Monensin and Anta®Phyt BLT compared to
the negative control (data not shown). This was due mainly to the decreased number of lactobacillus
ssp. and, consequently, a shift from lactic acid production to propionic and acetic acid fermentation
could be observed. Short chain fatty acids such as propionic, acetic and butyric acid are the major
metabolites produced by bacteria in the anaerobic habitat such as the gastrointestinal tract. They
contribute to the energy supply of the animal and stimulate gut epithelial proliferation. On the other
hand, there is evidence that a high number of lactic acid producers in the ileum of chicken may be
linked to poorer performance (Torok et al., 2011). The Monensin like effect of Anta®Phyt BLT on mi-
crobiota and fermentation pattern observed /n vitro and the slight reduction of microbial flora in the
faeces /n vivo could therefore explain the improved weight gain and reduced feed conversion rate
shown in the feeding trial. While the reduction was not significant the result may nonetheless be an
indication for the antimicrobial activity of certain plant ingredients which may in turn have a positive
effect on the birds by reducing competition for nutrients between host and microflora.

Modulation of the intestinal flora may also explain the favourable effect of feeding Anta®Phyt BLT on
the moisture content of the litter. Wet litter is one of the causes of foot pad dermatitis and has been
linked to intestinal health. By preventing dysbiosis and limiting inflammatory responses in the host
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animal, the anti-inflammatory and antimicrobial properties of the plant based product Anta®Phyt BLT
may be an interesting option to improve broiler production by natural means.

Conclusion

These results show that herbs or secondary plant ingredients, for instance in the combination An-
ta®Phyt BLT can selectively influence the microorganisms by an anti-microbial activity or by favourable
stimulation of the eubiosis of the microflora. The consequence is a better nutrient utilisation and ab-
sorption and maybe also the stimulation of the immune system.
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Introduction

In egg production feed costs are crucial and account for 60-70% of the total costs. Besides, for the
profitability of egg production is the egg weight, egg mass produced per hen and the amount of sold
eggs are deciding. Thus, optimization of layer nutrition and improvement in nutrient utilization are
necessary to handle increasing raw material prices and improve performance. Phytogenic Feed Addi-
tives (PFA) like Biostrong® 510 (Delacon Biotechnik GmbH, Steyregg, Austria) can be added to diets to
increase nutrient digestibility and thus, improve feed conversion and reduce feed costs. Bio-
strong® 510 has also been shown to reduce nitrogen excretion and ammonia emissions. Phytogenic
feed additives are plant-derived products used in animal nutrition to improve performance and health
(Windisch et al., 2008). PFA can contain variety of different raw materials like herbs and spices and
extracts deriving thereof with a multiplicity of active substances. Besides quality of the feed, digestibil-
ity is influenced by the activity and amount of digestive enzymes and additionally by the surface in the
gut. Studies have shown that dietary application of essential oils, spices or combinations can stimulate
the production and activity of digestive enzymes (Lee et al., 2003; Li et al., 2010; Platel and Sriniva-
san, 2000). It was also shown that PFA have positive effects on the absorption active surface in the
gut by increasing villus height and decreasing crypt depth (Demir et al., 2003; Li et al., 2010). Aim of
the current study was to evaluate the effects of a phytogenic feed additive on performance, blood
parameters and profitability in layers.

Material and methods

A total of 90 Lohmann Brown layers were distributed to three dietary treatments. Each treatment was
replicated 6 times with each 5 layers. Hens were selected from a pool of 270 according to age and
body weight. Birds were housed from an age of 34 to 41 weeks in floor pens with softwood shavings.
Lightning program was kept at 16 h light and 8 h dark per day through the whole experimental peri-
od.

Layers of the control group were fed a diet based on wheat, corn and soybean meal. Birds of treat-
ment 1 (T1) and treatment 2 (T2) were fed the basal diet supplemented with the PFA at a dosage of
150 mg/kg and 1500 mg/kg, respectively. The tested product (Biostrong® 510, Delacon Biotechnik
GmbH, Steyregg, Austria) is a combination of essential oils with specified concentrations of thymol &
anethole), herbs and spices. Diets were formulated to meet nutrient recommendations given by the
GFE (1999). Feed and water were ad /ibitum available. Calculated and analyzed dietary nutrient con-
tents are given in Table 1.
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Table 1: Calculated and analyzed dietary nutrient content

. I Analyzed

Nutritional characteristics Calculated Control PFA 150 PFA 1500
MEn MJ/kg 11.0

Crude Protein, g/kg 160 168 169 169
Lysine, g/kg 7.60 n.a. n.a. n.a.
Methionine, g/kg 3.40 n.a. n.a. n.a.
Methionine + Cystine, g/kg 6.30 n.a. n.a. n.a.
Threonine, g/kg 6.00 n.a. n.a. n.a.
Tryptophane, g/kg 1.80 n.a. n.a. n.a.
Crude Fiber, g/kg 30.6 31.6 32.0 32.1
Crude Fat, g/kg 32.4 30.1 29.5 30.2
Calcium, g/kg 34.3 34.9 34.8 35.1
Phosphorus, g/kg 5.00 4.9 4.9 4.9

On day one of the experiment and at the end of each following week body weight per pen and feed
intake per pen were measured. Number of eggs, egg weight and percent of dirty eggs were recorded
daily. Feed to egg mass ratio for each pen calculated per week based on feed consumption and egg
mass production.

At the end of the experiment, blood samples of 12 hens per treatment were selected according to
body weight for collecting blood samples. Samples were collected from the brachial vein into plain and
heparin or EDTA containing tubes. Blood samples were analyzed for blood cell differentiation (erythro-
cytes, leukocytes and a differential haematogramm (lymphocytes, monocytes, eosinophiles, baso-
philes, neutrophiles) were measured.

Results are given as LSmeans % standard error. Data were statistically analyzed using the statistical
software SAS. After checking the homogeneity of the variances, analysis of variance was performed
(proc glm) and means were compared (Tukey test). The significance level was set at p < 0.05.

Results and discussion

Body weight gain over the 8 week trial period was slightly enhanced in birds fed 150 or 1500 mg/kg of
the PFA by 20 and 26 g, respectively. The daily feed intake in hens of the control group was 122+1 g
per day. The addition of the PFA at both dosages didn"t show any response on feed intake in laying
hens.

Overall egg production was very high. During the 56 days laying hens of the control group produced
in average 52.8+1.1 eggs, which is corresponding to a laying rate of 94.3%. The additions of the PFA
didn "t show any significant differences to the control group. Birds fed 150 mg/kg diet of the PFA had
a laying rate of 95.3% whereas birds fed 1500 mg/kg diet had a laying rate 0f 94.3% (P=0.433).

Average egg weight was numerically (150 mg/kg diet) or significantly (1,500 mg/kg diet) enhanced by
1.2% or 3.5% in hens fed the PFA when compared to hens of the control group (P =0.014). Results
are shown in Figure 1. Overall egg mass production over the 8-week-feeding period averages of
3.33 kg per hen. The addition of 150 mg/kg diet of the PFA numerically increased egg mass by 2.2%,
1500 mg/kg diet of the PFA significantly increase egg mass per hen by 3.5% compared to the control.
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Figure 2: Effect of Biostrong® 510 at two
different dosages on overall feed conversion ratio
(p=0.008)

Figure 1: Effect of Biostrong® 510 at two
different dosages on egg weight (p=0.014)

For hens fed the basal diet without PFA the average feed conversion rate over the 8-week-feeding
period accounts for to 2.05+2.05. Benefit of PFA supplementations on feed conversion was significant
when feeding hens the PFA at 1,500 mg/kg diet in comparison to hens fed without PFA (-4%). For
hens fed the PFA at a dose of 150 mg/kg diet, FCR was numerically improved by 2.4% (Figure 2).

During the 56 days laying hens of the control group produced in average 52.8+1.1 eggs, which is
corresponding to a laying rate of 94.3%. The additions of the PFA didn "t show any significant differ-
ences to the control group. Birds fed 150 mg/kg diet of the PFA had a laying rate of 95.3% whereas
birds fed 1500 mg/kg diet had a laying rate 0f 94.3% (p=0.433).

Table 2: Effect of Biostrong® 510 at two different dosages different blood parameters in laying hens

Blood Reference Analyzed

value* Control PFA 150 PFA 1500
Blood cell Numbers
Erythrocytes T/ 1.3-45 2.71 £ 0.21 2.80 £ 0.55 2.86 + 0.68
Leukocytes G/l 10 - 32.0 126 £ 1.8 125+ 2.0 121+£1.7
Differential Haematogram
Lymphocytes % 29 -84 46.9 + 8.7 43.0+7.0 43.8+5.4
Monocytes % 0-7 4.9 + 3.5 1.8+1.1 25+ 1.0
Eosinophiles % 0-16 1.3+11 1.5+ 1.6 1.0+ 0.8
Basophiles % 0-8 19+14 23+£1.7 1.6 £ 0.9
Neutrophiles % 10 - 30 44,9 £ 5.8 515+ 7.4 51.1 £5.3

*Reference on request

Body weight of the selected hens was almost the same to that recorded for the respective treatment
groups. Blood examination results were within the physiological range and did not reveal modifications
of the health status of the hens. Therefore, the PFA not affect the blood constituents when adding to
diets for hens over an 8-week-feeding period at the recommended (150 mg/kg diet) or tenfold dos-
age.
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The economic evaluation of the presented results, based on a feed price of 298 €/t of feed and an egg
sales price 0f 9.89 €/100 eggs shows that the addition of the PFA at a dosage of 150 mg/kg of diet
reduces feed costs per 1000 eggs by 0.34 €. Due to a higher feed price of a 10fold inclusion of the
PFA, reduction in feed costs per 1000 eggs accounts 0.14€.

Conclusion

Results of the present study show that the addition of the PFA improves performance, especially egg
weight and mass as well as feed conversion rate in layers. Furthermore, the study shows that a
10 fold dosage of the PFA has no negative effects on performance and has no health relevant effects
in layers. It can be concluded that the tested PFA Biostrong® 510 at a dosage of 150 mg/kg of diet
improves performance and thus profitability in egg production.

References

Demir, E., S. Sarica, M. A. Ozcan, and M. Suicmez. 2003. The use of natural feed additives as alternatives for an antibiotic
growth promoter in broiler diets. Brit Poult Sci 44:Supplement, S44-Supplement, S45.

Lee, K. W., H. Everts, H. J. Kappert, M. Frehner, R. Losa, and A. C. Beynen. 2003. Effects of dietary essential oil components on
growth performance, digestive enzymes and lipid metabolism in female broiler chickens. Br. Poult. Sci. 44:450-457.

Li, K. H., H. H. Hsieh, L. Jungbauer, A. Mader, and S. Jolain. 2010. Effects of a Phytogenic Feed Additive on Growth
Performance, GI Tract Morphology and Digestive Enzymes in Broilers. Page 410 in .

Platel, K. and K. Srinivasan. 2000. Influence of dietary spices and their active principles on pancreatic digestive enzymes in
albino rats. Nahrung-Food 44:42-46.

Windisch, W., K. Schedle, C. Plitzner, and A. Kroismayr. 2008. Use of phytogenic products as feed additives for swine and
poultry. J Anim Sci 86:E140-E148.

Corresponding author

Leopold Jungbauer

R&D Species Manager Poultry

Delacon Phytogenic Feed Additives
Weissenwolffstr. 14, A-4221 Steyregg
E-mail: leopold.jungbauer@delacon.com

Seite 236 12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013



Jeresitinas et al.: The impact of medium chain fatty acids on the zootechnical parametres of suckling and weaned
piglets

The impact of medium chain fatty acids on the zootechnical
parametres of suckling and weaned piglets

A. Jeresiiinas', O. Jeresiuniené? and D. Tamasauskiené’

! Marijampolés College, LT
2 Public institution Abromiskés Rehabilitation Hospital, LT

Introduction

Feed and its quality have a great influence on piglets’ productivity and their health. Feed constitutes
approximately 70% of all animal breeding production expenses. Therefore, feed composition for pig-
lets plays the leading economic role in pigs’ breeding (Sudikas et al. 2011). Pig weaning is a strong
and stressful factor which has a negative influence on both pigs’ productivity and their immunity (Bai-
ley, 2005; Bikker et al. 2006). The creation of optimal pig feeding conditions is recommended within
this period. It is essentially important to feed pigs with easily digestible feed which has a positive in-
fluence on microflora. Normal intestine microflora of piglets influences their wellness, formation of
immunity and resistance to infections (Lovatto et al. 2005). A few years ago the European Union
banned antibiotics from farm animal feeds and thus some substitutes have to be found, especially for
young animals (Anadon 2006). In Lithuania piglets are usually weaned at the age of 4 to 5 weeks
(Jeresitinas et al. 2007). At the time of weaning, young piglets are subjected to several stressors such
as nutritional, environmental, social and microbial unbalance. As a result, low feed intake, impaired
intestinal morphology and function, a high incidence of diarrhea and growth depression are commonly
seen immediately after weaning. Therefore, weaning is regarded as the most critical period in a pig-
lets’ life. In order to avoid the problems with adjusting to a different diet after weaning, the diets with
growth promoting feed additives are commonly applied in both the creep and weaned diet. The fol-
lowing feed additives are the most frequently used in Lithuania as growth-stimulating substances:
enzymes, oxide of zinc, sulfate of copper, acidifiers, probiotics and prebiotics. Prebiotics and probiot-
ics, alone or in combination (synbiotics), are the most popular potential alternatives for antibiotic
growth promoters (Jeresitinas et al. 2009). However, the development of alternative growth promot-
ers is urgently needed in commercial pig production. One of the alternatives is the product based on
medium chain fatty acids. MCFA is the abbreviation of Medium Chain Fatty Acids, being saturated fatty
acids with a total chain length of either 6 (caproic acid), 8 (caprylic acid), 10 (capric acid) or 12 (lauric
acid) carbon atoms. Medium chain fatty acids (MCFA) are another type of organic acids which could
be considered as antibiotic substitutes; they have strong antibacterial activity against Gram-positive
Cocci (Bergsson et al. 2001) and Escherichia coli (Skrivanova et al. 2009). Apart from this antimicrobi-
al activity they can also improve postweaning gut development (Tang et al. 1999). Such positive
changes (greater villus height) may result in improved performance parameters of piglets as it is
shown in the study when piglets were fed with whole Cuphea seeds being a natural source of MCFA
(Dierick et al. 2003). Several reports have evidenced that Aromabiotic decreased the invasion of Sa/-
monella and mortality, and also has positive effects on weight gain and feed conversion ratio.

The purpose of our experiment was to establish the impact of feed additive Aromabiotc 3 kg /t on the
growth rate of the suckling and weaning piglets, on the feed intake and feed consumption per one
1 kg gain and to calculate the economic effect on the use of this additive.
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Material and methods

The experiment was conducted in the year 2012 in industrial pig farm, in which up to 24 000 fatting
pigs are raised annually. The trial was performed with the mixed German Yorkshire, Norwegian Land-
races and Duroc breed piglets in order to evaluate the influence of investigative Medium chain Fatty
Acids (MCFA) on zootechnical parameters of piglets. Piglets were divided into two groups according to
the same principle.

Two groups were selected and formed. There were 6 sows in each group. There were 70 piglets in
the first (control) group and 69 piglets in the second (experimental) group. The piglets were weaned
being 33 days old. The experiment consisted two periods — the period of suckling and the period fol-
lowing the weaning. In the course of whole experiment the piglets were feed with prestarter and
starter compound feeds.

The piglets were given the complete compound feeds, the composition and feeding value of which are
presented in Table 1. While composing the recipes of compound feeds, computer programme “Hy-
brimin Futter 2008” was applied. The data of this programme nutritive value of feeds were gained
from the literature (NRC 1998). The energy amount of compound feeds was calculated according to
the formulas (Jeroch et al. 2004).

Table 1: Biochemical composition and nutritive value of feeds

Ingredients, % Prestarter compound feed for piglets Starter compound feed for piglets
before 15 kg weight of 15-30 kg weight
Wheat 20.0 25.0
Barley 38.04 39.44
Soya meal 4.0 10.0
Fullfat soya (heat treatment) 10.0 7.0
Fish meal 10.0 7.0
Rape (canola) oil 2.0 2.0
Whey meal 12.5 6.0
Monocalciumphosphat 0.7 -
Limestone 0.5 04
Salt 0.1 0.1
Zinc oxide 0.36 0.36
Feed additive Bio Plus 2B 0.3 -
Feed additive Micobond - 0.2
Feed additive Link Phytase 1.5 2.5
Calculated analysis / kg feed:
Metabolizable energy, MJ 13.57 13.54
Crude protein, % 19.99 19.81
Crude fibre, % 3.47 3.70
Crude fat, % 5.95 5.31
Calcium, % 1.07 0.89
Phosphorus, % 0.8 0.59
Sodium, % 0.26 0.20
Lysine, % 1.47 1.57
Methionine, % 0.45 0.46
Threonine, % 0.91 0.95
Tryptophan, % 0.25 0.25

The piglets of the second group got complete compound feeds with 3 kg/t MCFA additives. MCAF feed
additive was Aromabiotic.
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Aromabiotic is the product of Holland Company Pricor b.v. The feed additive Aromabiotic consists of
medium length fatty acids and has an antimicrobial effect. Therefore, its use in prestarter and starter
feeds reduces piglet’s mortality rate and increases zootechnical results.

During the period since 4 days old and till the weaning. the piglets were fed with prestarter feed. In
the course of experiment 70 and 69 piglets of each group were weaned. Piglets of both groups were
weaned and moved to the breeding cote. In each group two folds of the weaned piglets (each consist-
ing of 30-35 pigs) were formed. During the next 14 days after weaning the piglets were fed with pre-
starter compound feed. Later. till the end of the experiment. piglets of the control and experimental
groups were fed with the starter compound feed. The experiment was conducted during 82 days.

In the course of experiment the piglets of both groups were fully fed from automatic feeders with the
dry powder compound feed. Automatic separate water-troughs were applied in order to get enough
water. Every stall was equipped with one automatic water-trough and feeder.

The data received in during the conducted research (for exception of the indexes of chemical feed
composition and consumption) was processed with the methods of statistical analysis. The results
were subjected to statistical processing using the WinExcel program. The arithmetic average values
(x ) and standard error of the means (SE) were calculated for all data and were presented in tables
(Juozaitiené and Kerziené 2001). Experimental average values ( x ) were tested using Student’s t-test.
Statistical differences among means (p<0.05) are indicated with superscript (*).

Results and discussion

During the experiment no health disorders were identified within the groups of controlled experiment
and exploratory.

After the weaning the course of experiment was conditionally divided into two periods. The first period
lasted for 14 days after the weaned time. The second period lasted for 35 days after the weaned time.
The growing of piglets during these periods is presented in the Table 2.

Table 2: Growth rate of pigs

Item Group 1 Group 2
(Control) (Experimental)
X tse X tse
Average weight of piglets. kg
at the start 1.08+0.05 1.08+0.22
at the weaned 9.68+0.6 9.51+0.72
14 days after weaned 13.23+1.0 13.07+1.01
at the end 32.98+1.4 33.53+1.31
Average daily gain. g:
during suckling period 317+14.0 312+19.0
first 14 days after weaned 242+20.0 289+14.4%
last 35 days during weaned period 559+25.1 573+19.4
during the whole trial 392+31.2 399+37.5

* data is statistically reliable (p<0.05)

The results of the test show that MCFA had a significant positive influence on piglets’ growing during
the after-weaned period (the first 14 days after weaning). It was determined that during this period
the piglets of the second group getting the tested MCFA every twenty-four hours increased in weight
approx. 19.4 % (P<0.05) more than the piglets of the control group. Similar tendency remained dur-
ing the second test after the weaned period. It was stated that during the second test after the
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weaned period the piglets of the second group getting the tested MCFA every day increased in weight
approx. 2.5 % (P>0.05) more than the piglets of the control group; but during the suckling and whole
test periods the tested MSFA supplement did not have any significant influence. It was determined
that during the suckling period the piglets of the first control group that did not get the tested MCFA
increased in weight 1.6 % (P>0.05) in comparison with the piglets of the second group. The same
non-significant results remained during the whole test period when the piglets of the first control
group decreased in weight 1.8 % (P>0.05) less than the piglets of the test group.

Such results of piglets’ growing may be explained by the fact that the tested MCFA have significant
positive influence on the growing of piglets during the weaned moment and short time after that.

The same results proving that MCFA supplements have the greatest effect on the growing of weaning
piglets and that MCFA are the most effective for the piglets at the moment of weaning were also
achieved by other authors (Dierick et al. 2003. Lovatto et al. 2005).

In the course of the experiment it was determined that MCFA additive had a significant effect on feed
intake during the period of 14 days after weaning (Table 3). In that period the piglets of group II
consumed daily 3.2 % more than piglets from group I. During the suckling period MCFA additive did
not have any material impact on the feed intake. MCFA additive also did not have any significant im-
pact on the weaned and growing piglets during growth.

The results of the experiment evidenced that the improvement of feed intake when using MCFA addi-
tive during the first 14 days after the weaning influenced the growth of piglets. The growth of piglets
of group II was the quickest during that period.

Table 3: Compound feed intake kg/pig/day

Parameters Group I Group II
(Control) (Experimental)
During suckling period 0.113 0.112
First 14 days after weaned 0.467 0.482
Last 35 days during weaned period 0.996 0.983

The calculating of compound feed consumption per 1 kg overweight stated that MCFA additive did not
have any significant influence neither during the suckling period nor during the later period of piglets’
growing. However. it was stated that the MCFA additive reduced the consumption of compound feed
per 1 kg overweight during the period of the first 14 days after weaning. It was stated. that during
the first two weeks after weaning the MCFA additive reduced the consumption of compound feed per
1 kg overweight in 13.2 %. The consumption of the compound feed per kg gain is presented in Ta-
ble 4.

Table 4: Compound feed consumption per kg gain kg

Parameters Group I Group II
(Control) (Experimental)
During suckling period 0.411 0.415
First 14 days after weaned 1.923 1.669
Last 35 days during weaned period 1.781 1.716

Some scientists have also estimated significant effect of MCFA on the feed consumption per kg gain in
their works (Dierick et al. 2003. Lovatto et al. 2005).

The results of the experiment show that MCFA additive is the most effective during the weaning peri-
od of piglets. It can be assumed that the weaning causes the stress for piglets. The weaning stress
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can result in reduced feed intake. productivity and increased consumption of compound feed.
(Jeresitinas et al. 2007). The use of MCFA during the period after piglets’ weaning showed the maxi-
mum impact of this additive on the piglets’ zootechnical indicators.

After calculating the economic benefit of use of compound feed with MCFA (Table 5). it was stated
that the price of one ton of compound feed with that additive increased in 8.7 Euro. Such rising cost
of the feed is economically beneficial. The results of the experiment show that during the suckling
period the consumption of compound feed per kg gain (in kilograms) by piglets from the second
group costs 2 Euro cents more than the one from the first group. The using of MCFA after the piglets’
weaning is economically more beneficial.

Therefore. during the first two weeks after weaning. one kilogram of overweight of the piglets from
the second group costs 12.1 % less than the one of the piglets from the first group.

Table 5: Price of 1 kg piglets overweight Euro

Parameters Group I Group II
(Control) (Experimental)

During suckling period 0.86 0.88

First 14 days after weaned 4.04 3.55

Last 35 days during weaned period 2.94 2.88

During the further growing period such positive tendency decreases. Therefore. one can confirm that
in order to apply profitably the feeding of MCFA with Aromabiotic additive. it is necessary to use it
during piglets’ weaning period. when they feel stress. In two weeks after the weaning. the use of this
feed additive does not have any significant economic effect.

Conclusion

Compound feed containing 3 kg of MCFA per ton and including the Aromabiotic feed additive improves
piglets’ health state — no diarrhoea cases were reported.

Feeding stuffs with MCFA improves pigs’ growth — during the weaning period the higher daily weight
gain was reported.

The influence of feeding stuffs with MCFA on feed consumption was also determined during the wean-
ing period.

We recommend adding a dose of 3 kg/t MCFA including Aromabiotic feed additive to piglets’ diets and
feeding the piglets with such feed stuffs during two weeks after weaning.

Acknowledgement

The research was performed and supported by author's finance. The authors would like to thank to family members for the
understanding and patience.

References

Anadén A. (2006). The EU ban of antibiotics as feed additives: alternatives and consumer safety. J. Vet. Pharm. Therap. 29:
41-44.

Bailey M.. Haverson K.. Inman C.. Harris C.. Jones P.. Corfield G.. Miller B.. Stokes C. (2005). The development of the mucosal
immune system pre- and post-weaning: balancing regulatory and effector function. Proc. Nutr. Soc.. 64: 451-457.

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 241




Jeresitinas et al.: The impact of medium chain fatty acids on the zootechnical parametres of suckling and weaned
piglets

Bergsson G.. Arnfinnsson J.. Steingrimsson O.. Thormar H. (2001). Killing of Grampositive cocci by fatty acids and
monoglycerides. APMIS. 109: 670-678.

Bikker P.. Dirkzwager A.. Fledderus J.. Trevisi P.. leHuérou — Luron I.. Lallés J.P.. Awati A. (2006). The effect of dietary protein
and fermentable carbohydrates levels on growth performance and intestinal characteristics in newly weaned piglets. J. Anim.
Sci.. 84: 3337-3345.

Dierick N.A.. Decuypere J.A.. Degeyter 1. (2003). The combined use of whole Cuphea seeds containing medium chain fatty
acids and an exogenous lipase in piglet nutrition. Arch. Tierernahr.. 57: 49-63.

Jeredilinas A. SiugZdaité J. Stankevi¢ius R. Feed composition influence for productivity and mikroflora of weaned
piglets. Veterinary and zootechnic. ISSN 1392-2130. Kaunas 2007. P 63-64.

Jeresitinas A.. Kulpys J.. Sudikas G.. Jeresitiniené O. Comparable assessment of the alternative zinc oxide growth promoters.
organic acids and probiotics in the rations of weaned piglets // Tagungsband 8. BOKU-Symposium Tierernahrung ,Mineralstoffe
in der Tierenahrung Leistung — Gesundheit - Umweltschutz" ISBN-978-3-900962-70-8. Wien. Boku. 2009. P. 184-187.

Jeroch H.. Sedkeviciené J.. Kulpys 1. Zemés Tkio gyvuliy ir paukséiy mitybos fiziologinés reikmés (Nutrient requirement for
agricultural animals). Kaunas. 2004. S. 158.

Juozaitiené V.. Kerziené S. (2001): Biometrija ir kompiuteriné duomeny analizé (Biometric and computer data analyses). Kaunas.
114.

Lovatto P. A.. Oliveira V.. Hauptli I.. Hauschild I.. Cazarre M. (2005): Feeding of piglets in post weaning with diets without
microbian additives. with garlic or colistin. Ciencia Rural. Vol. 35. N. 3. 656-659.

Nutrient Requirements of Swine. National Acadedemy of Sciences. 1998. P. 597.

Skrivanova E.. Molatova Z.. Skrivanov a V.. Marounek M. (2009). Inhibitory activity of rabbit milk and medium-chain fatty acids
against enteropathogenic Escherichia coli 0128. Vet. Microbiol.. 135: 358-362

Sudikas G.. Juskiené V.. Leikus R.. Kulpys J.. Jeresiinas A.. Norviliené J.. Sudikiené K. The influence of probiotics for the
wellness and growth intensity of wean piglets. Veterinary and zootechnics. 2011. 55 (77) tome. P 65-71.

Tang M.. Laarveld B.. Van Kessel A.G.. Hamilton D.L.. Estrada A.. Patience J.F. (1999). Effect of segregated early weaning on
postweaning small intestinal development in pigs. J. Anim. Sci.. 77: 3191-3200.

Corresponding author

Dr. Andrejus JereSitinas

Marijampolés College

Catering and Agricultural Technologies Department
P. Armino street 92. Marijampolé LT-68125

E-mail: andrejus_jeresiunas@yahoo.com

Seite 242 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013



Philipps et al.: Direkte Applikation einer thermostabilen Xylanase direkt in den Chargenmischer

Direkte Applikation einer thermostabilen Xylanase direkt in den
Chargenmischer

Petra Philipps?!, Paul Steen’, Natachnok Amonthewaphat' und Imke Kiihn?

! AB Vista, Marlborough, UK
2 AB Vista, Darmstadt, DE

Einleitung

Das Aufspriihen flissiger Futtermittelenzyme nach der Pelletierung (PPLA — Post-Pellet-Liquid-
Applikation) ist eine etablierte Technologie in der Mischfutterproduktion. Bei der Dosierung von Enzy-
men vor der Pelletierung (MLA — Mixer Liquid Application) werden hohe Anforderungen an die Ther-
mostabilitét gestellt bei Prozesstemperaturen von bis zu iber 95°C. Dabei werden hierzu trockene,
z.T. gecoatete Enzymprodukte eingemischt. Eine direkte Applikation in den Chargenmischer ist im
Hinblick auf Investitionen wesentlich einfacher und kostengiinstiger, scheidet aber fiir die meisten
Flissigenzyme aufgrund mangelnder Thermostabilitdt aus. In den folgenden Abschnitten werden die
Ergebnisse von zwei Versuchen dargestellt und diskutiert, bei der eine intrinsisch thermostabile Endo-
1-4-beta-Xylanase (Econase® XT, EC 3.2.1.8) in fliissiger Form direkt in den Chargenmischer appliziert
wurde.

Material und Methoden
Versuch 1

Dieser experimentelle Pelletierversuch wurde im Forschungsinstitut Futtermitteltechnik der IFF (Feil
2009) durchgefiihrt. Hierzu wurde eine intrinsisch thermostabile Endo-1-4-beta-Xylanase (EC 3.2.1.8)
sowohl in trockener als auch fliissiger Form direkt in den Chargenmischer zu einem Broilerfutter basie-
rend auf Weizen und Mais (Tabelle 1) in ca. siebenfacher Menge der empfohlenen Dosierung appliziert
um den relativen Einfluss nativer Enzymgehalte im Basisfutter zu reduzieren (Steen and Santos,
2009). Der Versuch wurde in 6 Behandlungen unterteilt mit zwei Enzym-Produktformen (fliissig, pu-
derformig) und 3 Zielwerten fiir Prozesstemperaturen von je 75 °C, 85 °C und 95 °C. Das Enzympro-
dukt wurde in einer Dosierung von 1000 g/t jeweils 500kg dieser Mischung zugegeben in einen
Blhler-Mischer mit einer totalen Mischzeit von 3 Minuten. Die Pelletierkapazitat der Versuchsanlage
betrug 1t/h. Das trockene Enzymprodukt wurde manuell zugesetzt und das fliissige Produkt wurde
Uber 30 Sekunden durch zwei Ein-Komponenten-Diisen aufgespriiht.

Fir die beiden niedrigeren Pelletiertemperaturen wurde das Mehlfutter auf die Zieltemperatur durch
Anpassung der Dampfzufuhr im Konditionnierer aufgeheizt. Um die Ziel-Pelletiertemperatur von 95°C
zu erreichen, wurde das Mehl mittels Druck-Konditionierung in einem Expander aufgeheizt. Die Kondi-
tionierung betrug ca. 10-12 Sekunden bei der Zieltemperatur. Zur anschlieBenden Pelletierung wurde
eine 3mm x 60mm Bihler Ring-Matrize benutzt. Nach der Pelletierung wurden die Pellets lber
10 Minuten in einem Bandkiihler auf 14-15C heruntergekiihlt. Vier reprasentative Proben wurden je-
weils vom Mehl und Pelletfutter gezogen und auf Xylanaseaktivitdt untersucht.

Die Bestimmung der Endo-Xylanaseaktivitat erfolgte im Labor ESC in Wales, UK. Eine Einheit BXU ist
definiert als die Enzym-Quantitat die 0,06 Micromol reduzierende Zucker aus Xylanen von Betula alba
pro Minute freisetzt bei einem pH von 5,3 und einer Temperatur von 50°C.
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Versuch 2

In einer weiteren Studie (Amonthewaphat, N. et al. 2012) in einer kommerziellen Futtermihle unter
Praxisbedingungen wurden zunachst 5 Kontrollchargen von jeweils 6t eines auf Mais basierenden
Broilerfutters produziert, gefolgt von 10 Chargen mit Applikation der Standarddosierung von 100 g/t
der flissigen Xylanase in einer Verdiinnung mit Wasser von 1:19 direkt aufgespriiht in den Chargen-
mischer. Alle Futterchargen wurden bei 90°C konditioniert und dann ber 30s bei 107-110°C expan-
diert. Die Temperatur wurde unmittelbar an der Matrize gemessen. Aus jeder Charge wurden Proben
gezogen vom Mehlfutter vor der Konditionierung, und nach Konditionierung jeweils vor und nach der
Pelletsiebung und die Xylanaseaktivitdt wie bei Versuch 1 beschrieben bestimmt. Weiterhin wurden
jeweils 10 Proben der fiinften Futtercharge mit Enzymsupplementation auf Xylanaseaktivitat unter-
sucht, um die Homogenitat der Verteilung des Enzymproduktes zu bestimmen.

Ergebnisse
Versuch 1 (Tabelle 2, Abbildung 1)

Die unmittelbar vor der Pelletierung im Mehlfutter gemessene Temperatur lag bei 67°C, 83°C and
95°C um Pelletiertemperaturen von jeweils 75°C, 85°C and 95°C, zu erreichen. In den Kontrollfuttern
ohne Enzymsupplementation wurde jeweils eine sehr geringe Xylanaseaktivitat von unter
2000 BXU/kg ermittelt. Tabelle 2 zeigt die analysierten Xylanaseaktivitdten in den Futterproben aus
den verschiedenen Behandlungen. Die Variationskoeffizienten lagen bei der Flissigapplikation bei 3.5
und bei der Trockenapplikation bei 5%. Abbildung 1 zeigt die relative Wiederfindung des Enzymes im
Vergleich zum Initialgehalt im Mehlfutter. Bei der Flissigapplikation lag die Wiederfindung des Enzy-
mes unabhangig von den jeweiligen Prozesstemperaturen bei 90% (Abbildung 1). Bei der Trockenap-
plikation wurden keine Verluste ermittelt.

Versuch 2 (Abbildungen 2 und 3)

Die Temperatur lag fiir alle Chargen bei 94-96°C unmittelbar an der Matrize gemessen. Die nativen
Xylanaseaktivitdten im Basisfutter lagen im Mittel aus flinf Proben bei 740 BXU/kg im Mehlfutter und
bei 1180 BXU/kg nach der Pelletierung. Im Mittel betrug die Xylanaseaktivitat in 10 nacheinander pro-
duzierten Futterchargen im Mehlfutter nach dem Aufspriihen 20600 BXU/kg mit einem Variationskoef-
fizienten von 7% und nach der Pelletierung 18490 BXU/kg mit einem Variationskoeffizienten von 2%
(Abbildung 2). Die relative Wiederfindung des Enzymes im Pelletfutter betrug im Schnitt 90% des
Gehaltes im Mehlfutter und 106% relativ zum Zielwert der Standarddosierung. In der flinften Charge
wurde in 10 Einzelproben ein Variationskoeffizient fiir die Xylanaseaktivitat von 5% ermittelt (Abbil-
dung 3).

Tabelle 1: Futterzusammensetzung des Basisfutters im Versuch 1

Inhaltsstoff Anteil in %
Weizen 39,4
Mais 28,5
Sojaextraktionsschrot 25,9
Sojadl 3,0
Calcium-Sodium-Phosphat 1,0
Calciumcarbonat 0,65
Monocalciumphosphat 0,30
Premix* 1,25

LAminoséuren, Vitamine, Spurenelemente
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Tabelle 2: Xylanaseaktivitaten im Futter zu verschiedenen Probennahmezeitpunkten und Prozess-

temperaturen, Mittelwert (BXU/kg, n=4) und Variationskoeffizient (CV, %) in Versuch 1

Probennahme Temperatur Xylanase Flissigapplikation Xylanase Trockenapplikation
BXU/kg v BXU/kg v
Vor Konditionierung 75°C 185275 5,41 127023 10,1
85°C 181952 4,92 126946 0,53
95°C 189127 3,87 128329 7,45
Nach Konditionierung 75°C 160239 4,86 119338 4,72
85°C 157121 2,60 125147 6,23
95°C 168327 2,16 109783 6,10
Nach Kiihlung 75°C 172026 1,17 138380 3,11
85°C 177773 4,07 141277 5,23
95°C 162759 3,77 128746 3,70
120
100
£ g0 m75°C
=
£
T 60 -
2 m85°C
2 40 -
3
20 -
95°C
0 A T
Fliissigapplikation Trockenapplikation

Abbildung 1: Wiederfindung der Xylanaseaktivitit in den Behandlungen (Versuch 1)
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Abbildung 3: Xylanaseaktivitdt in 10 Proben aus der fiinften Charge
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Diskussion

Anhand der beiden vorliegenden Studien konnte nachgewiesen werden, dass das flissige Enzympro-
dukt gute Wiederfindungen zeigt, selbst wenn man das Produkt direkt in den Mischer appliziert und
somit nicht wie zumeist Ublich, erst nach erfolgter Pelletierung aufspriiht. Im ersten Versuch haben
sich keine Nachteile gegeniiber der Verwendung eines trockenen Enzymproduktes ergeben. Die Er-
gebnisse des ersten Versuchs wurden im Praxisversuch bei Standarddosierung der Xylanase und bei
sehr hohen Prozesstemperaturen (Expansion) bestitigt. Diese Technik bietet dem Futterhersteller den
Vorteil, dass solche Installationen mit einem geringeren Investitionsaufwand zu bewerkstelligen sind
als eine Post-Pellet-Applikation.

Schlussfolgerungen

Die beiden vorliegenden Studien zeigen, dass eine Flissigapplikation mit der intrinsisch thermostabilen
Xylanase direkt in den Chargenmischer mdglich ist selbst bei sehr hohen Prozesstemperaturen. Diese
Technologie bietet dem Futterhersteller Vorteile in punkto Okonomie und Qualitit aufgrund der we-
sentlich einfacheren Installation im Vergleich zur standardmaBigen Post-Pelleting-Liquid-Applikation
von Enzymen im Hinblick auf Investitionskosten, Prozesskosten, Homogenitat sowie Flexibilitat in der
Anwendung.
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Introduction

Animals need different enzymes for digesting feed. Digestive enzymes are produced by themselves or
by intestinal microbes. Chicken cannot digest all components of feed as it contains anti-nutritional
factors (ANFs). A major part of these ANFs are non-starch polysaccharides (NSPs), such as arabinoxy-
lans and B-glucans. NSPs possess an anti-nutritive effect for chicken by increasing the intestinal vis-
cosity. The intestinal viscosity is @ major factor that limits bird performance and much attention has to
be paid on it (Bedford and Morgan, 1996). An increased viscosity results in a reduced passage rate of
the digesta and contributes negatively to the intestinal absorption of nutrients. This leads to a reduced
feed intake and causes poor animal performance and feed conversion of birds fed on wheat-based
diets. The anti-nutritive effect of viscous, water-soluble arabinoxylans can be avoided by adding the
fiber-degrading enzyme xylanase to the feed. Xylanase catalyzes the hydrolysis of xylans and de-
creases the intestinal viscosity. For the prediction of the intestinal viscosity, an /n vitro model could
serve as a useful and rapid screening tool for potentially effective enzyme preparations. The aim was
to demonstrate the viscosity reducing effect of xylanase in an established /n vitro digestion model for
chicken.

Materials and methods

The in vitro digestion model was developed according to Lan ef a/ (2010) and included three diges-
tion stages: crop, stomach and small intestine. A wheat based broiler diet was mixed with different
buffers containing digestive enzymes to simulate the digestion stages and respective pH values (Table
1).

Table 1: Experimental setup for the /n vitro model simulating digestion

| Digestion stage Experimental setup
Crop Hydration of 10 g broiler diet with 15 ml 0.1 M acetate buffer (pH 5.0)
Stomach Adjusting the pH to 2.5 by adding 2.6 ml 0.1 M acetate buffer containing 54.6
mg pepsin (Sigma-Aldrich, Vienna, Austria) and 4.2 ml 1.6 M HCI
Small intestine Addition of 2.26 ml 1.0 M NaHCOs containing 48.10 mg pancreatin (Merck, Vien-

na, Austria) and 2 ml 2.0 M NaOH, adjusting pH to 6.0

The approach was done in 100 ml glass bottles, which were incubated at 40 °C in a water bath,
placed on a magnetic stirrer under constant stirring (250 rpm). The passage time was defined for
each digestion stage (crop 30 min, stomach 45 min, small intestine 60 min). An endo-1,4-B-xylanase
sample originated from Trichoderma longibrachiatum (Sigma-Aldrich, Vienna, Austria) was added in
two different concentrations (1 U/g broiler diet and 10 U/g broiler diet). The xylanase activity of the
sample was defined as 9,100 U/g at 30 °C and pH 4.5. The respective test concentration was pre-
pared by diluting the enzyme sample with a 0.1 M acetate buffer, pH 4.7. The dissolved xylanase
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sample was then added to the broiler diet in the digestion stage crop as part of the hydrating buffer.
An approach without xylanase served as negative control.

Xylanase activity was determined after each digestion stage using the Xylazyme AX test kit
(Megazyme International, Ireland). The used substrate was an azurine-dyed and crosslinked wheat
arabinoxylan. Hydrolysis by endo-1,4-3-D-xylanase produced water soluble dyed fragments. The re-
lease of these fragments caused an increase in absorbance at 590 nm that was related directly to
enzyme activity. After simulating the respective digestion stage, the whole mash was transferred into
centrifuge tubes and centrifuged (17,700 x g at 4 °C for 15 min). An aliquot of the supernatant was
taken and used for the measurement of xylanase. Extraction, assay procedure and calculation of xy-
lanase activity were done according to the data booklet of the test kit. The obtained value resulted in
the specific activity in the aliquot of the supernatant. The activity was then converted to the activity
per digestion stage. Xylanase activity was only determined of samples containing 1 U/g broiler diet.

The viscosity measurement was performed after completed digestion (small intestine) using a visco-
simeter equipped with a concentric cylinder system (Rheometer Rheolab MC100, concentric cylinder Z
3 DIN, Physica, Germany). After the final digestion stage, the glass bottles were taken out of the wa-
ter bath and stored on ice to ensure no further enzyme reactions until the viscosity measurement was
performed. The mash was then poured into the sample vessel and the vessel was placed in the visco-
simeter. The cylinder was attached and put down into the mash, the measurement was started. Ta-
ble 2 shows the parameters for the viscosity measurement.

Table 2: Setting for determining viscosity

Parameter Setting

Measuring system Concentric cylinder Z 3 DIN
Sample state Mash (no sample preparation)
Sample volume 15 ml

Temperature 40 °C

Shear rate 42.5s?, 425!

Recorded data points/interval 300

Time/interval 600 s

Results

Xylanase activity was determined of the negative control and of samples supplemented with 1 U/g
after each digestion stage (Table 3).

Xylanase activity decreased dramatically during simulation of digestion from 14.46 U to 1.02 U in the
stomach and finally to 0.52 U in the small intestine (Figure 1). Data were calculated from the average
of six independent determinations less the activity of the negative control.

The determination of viscosity was done in four independent measurements using the negative control
and samples supplemented with xylanase. The results (Table 4) show that the addition of xylanase,
compared to the negative control, decreased viscosity. The more xylanase was added, the lower vis-
cosity was. In four of five determinations, the standard deviation was lower in samples with xylanase
supplementation than in the negative control. The relative standard deviation of samples measured at
425 st was lower than samples measured at 42.5 s,

The mean of four determinations showed that samples supplemented with 1 U/g xylanase resulted in
a decrease of 37% and 10 U/g in a decrease of 67% related to the viscosity of the negative control
(Figure 2).
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Table 3: Determined xylanase activity of the negative control and the broiler diet supplemented with
xylanase (6-fold determination)

Determined xylanase activity

Sample Digestion stage [U/digestion stage]
Crop 1.02
Negative control Stomach 0.56
Small intestine 0.95
Crop 15.48
Broiler diet + 1 U/g Stomach 1.58
Small intestine 1.47
18
16 I
14

12 \
10

M~ O

Xylanase activity [U/digestion stage]

No— -

Crop Stomach Small intestine

Digestion stage

Figure 1: Trend of xylanase activity during simulation in the /n vitro digestion model (6-fold
determination)

Discussion

In the course of determining the xylanase activity, a certain xylanase activity was detected in the neg-
ative control. This activity led to a higher initial activity than 10 U xylanase (1 U/g broiler diet) and can
be explained by the presence of endogenous xylanase in feed. There is also the possibility of extract-
ing a corresponding enzyme activity from the feed sample into the assay procedure. Due to this fact,
it was important to take the activity of the negative control into account.

The decrease of the pH to 2.5 in the digestion stage stomach was an essential factor of the inactiva-
tion of the xylanase activity. Papers of Ao et al (2008) or Wu et a/. (2005) clearly indicated that xy-
lanase activity is markedly influenced by the pH value. This explained the loss of activity during the
digestion stages stomach and small intestine. The low pH value in the stomach as well as the pres-
ence of digestive enzymes is one crucial factor for the optimal activity of xylanase as feed additive in
general.
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Table 4: Effect of xylanase supplementation on viscosity

Viscosity SD

Determination Sample Measuring system Shear rate [s™] [mPa s] rSD
Negative control 2,092 891 43%
I Broiler diet + 1 U/g 763 311 41%
Broiler diet + 10 U/g 425 386 228 59%
Negative control ' 1,127 357 32%
Broiler diet + 1 U/g 1,020 552 54%
I Broiler diet + 10 U/g 397 275 69%
Negative control . . 193 39 20%
Broiler diet + 1 U/g Concezng”cmckl'“”der 126 33 26%
Broiler diet + 10 U/g 49 14  29%
Negative control 219 44  20%
1 Broiler diet + 1 U/g 425 110 27 25%
Broiler diet + 10 U/g 68 39 57%
Negative control 194 46  24%
v Broiler diet + 1 U/g 136 47  34%
Broiler diet + 10 U/g 111 42  37%
140%
120%
100%
2
£ 80%
B
g
£ 60%
3
-4

40%

20%

0%

Negative control

Broiler diet + 1 U/g

Samples
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Figure 2: Reduction of viscosity related to the negative control (4-fold determination)

The viscosity reducing effect of xylanase was demonstrated and correlated with the added xylanase
concentration. But the results obtained were not that consistent which may be explained by the
measuring system and the sample state. The high standard deviations were caused by the inhomoge-
neity of the mash. Contrary to scientific literature, a different sample preparation and measuring sys-
tem were used, so it was impossible to perform any comparisons on viscosity data.
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Conclusion and outlook

The viscosity reducing effect of the fiber-degrading feed enzyme xylanase could be demonstrated
using the established /n vitro digestion model for chicken.

Further steps would be to extend the determination of the xylanase activity for higher concentrations.
This would give more information about the stability of the xylanase against the digestive enzymes
pepsin and pancreatin. A focus should be on testing proteolytic stable xylanases to achieve a greater
viscosity reduction also with supplementation of 1 U/g xylanase. The viscosity measurement should be
further optimized in terms of sample preparation and measuring system. Comparisons to scientific
papers would then be possible and samples from /n vivo trials could be measured.
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Hintergrund

Der Haupteinsatz von Xylanasen ist die Freisetzung der von Gefliigel und Schweinen schwerverdauli-
chen Nicht-Starke-Polysaccharidfraktion (NSP). Dies reduziert anti-nutritive Effekte der NSP Fraktion
und erganzt die tiereigene Enzymaktivitat, was den Abbau der Ration verbessert, aber auch zusatzlich
zu einer verbesserten Nutzung von Phosphor und Stickstoff flihren kann. Vor allem durch die Spaltung
von NSP aus Getreide kann eine Energieerhdhung der Ration und eine Verringerung der Zahfllissigkeit
des Darmchymus erzielt werden. Ein Zusammenhang zwischen Durchféllen bei Schweinen (B. hyody-
senteriae) und dem NSP Gehalt in der Ration ist gut belegt (Pluske et al., 1996). Die Studie von Pluske
et al. deutet darauf hin, dass B. hyodysenteriae speziell bei Futtern mit hohen NSP Gehalten zu einer
erhéhten Durchfallhdufigkeit bei Ferkeln fiihren kann (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Futter mit verschiedenen NSP 10*° CFU/Tier B. hyodysenteriae nach Pluske et al. 1996

Hier kann der Einsatz einer Xylanase Durchfélle bei Absetzferkeln deutlich verringern. Auf dem euro-
paischen Markt werden zwei Gruppen von Xylanasen eingesetzt: die Xylanasen pilzlichen Ursprungs
und die Xylanasen bakteriellen Ursprungs.

Plitzner et al. (2006) zeigten, dass eine Zugabe der 1,4-B-Endoxylanase Belfeed zu einem typischen
Schweinefutter die zootechnischen Parameter in der Schweinemast deutlich zu verbessern vermag.
Ebenso konnte durch die Zugabe von Belfeed zur einer 47-58% Weizenration die Futterverwertung
signifikant verbessert werden.

Neueste Ergebnisse deuten darauf hin, dass die beobachteten positiven Effekte der Endoxylanasen
auch prabiotischer Natur sein kénnen. Prabiotika sind nach der aktuellen Definition von Roberfroid
(2007): ,Selektiv fermentierbare Lebensmittelbestandteile welche gezielt das Wachstum undyoder die
Aktivitat einer oder mehrerer Bakterienarten im Dickdarm anregen und somit dem Wirt Vorteile und
Gesundheit geben".
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Die funktionellen Eigenschaften von NSP-Enzymen

Die prabiotische Wirkung von Endoxylanasen beruht auf den NSP-Fragmenten, die es erzeugt.
O@u.
T4

| ey
AL Xylanase (E.C.3.2.1.8) °8° <

Arabinoxylan

Abbildung 2: Ansatzpunkte der 1,4-Endoxylanase

Im Gegensatz zu anderen Xylanasen, spalten 1,4-Endoxylanasen die NSP-Fraktion im Futter in (Arabi-
no) Xylo-Oligosaccharide (AXOS) mit einem Polymerisationsgrad (DP) von = 4 (Janssens und Gaet-
hofs, 2007).

Ein DP unter 4 wird von anderen Xylanasen erreicht und birgt das Risiko von Xylosebildung (Holzzu-
cker), welcher mit osmotischen Durchféllen assoziiert sein kann.

AXOS mit einem DP (iber 4, wie sie durch spezifische Endoxylanasen entstehen, kénnen weder von
Gefliigel noch von Schweinen enzymatisch verdaut werden. Sie sind jedoch besonders fiir Lactobazil-
len und Bifidobakterien im Dickdarm ein Substrat. Laktobazillen und Bifidobakterien sind bekannte
Antagonisten zu Pathogenen wie Salmonellen, Campylobacter, pathogenen E. Coli und B. hyodysente-
riae (z. B. Bernardeau et al., 2008, in print). Dadurch haben die entstandenen AXOS im Sinne der
Definition von Robertfroid prabiotische Eigenschaften.

Ein direkter Vergleich mit 500 méannlichen Cobb Broilern (Courtin et al., 2008) zwischen einem Broiler-
futter mit 0,5% zugesetzten AXOS, einem Broilerfutter mit Belfeed und einem Standard zeigten, dass
bei der Futterverwertung signifikante (P<0,05) Verbesserungen im Vergleich zum Standard erreicht
wurden. Zwischen der Zugabe von AXOS und dem Einsatz von Belfeed lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede darstellen (Abbildung 3).

Dieses Ergebnis zeigt das Belfeed vergleichbarer Ergebnisse zu einem Prabiotikum (AXOS) erzielt und
hochsignifikant bessere Futterverwertungen erzielt als ein Standard. Dieser Versuch zeigt, dass die
AXOS welche durch Belfeed aus NSP gebildet werden vergleichbar in ihrer prabiotischen Wirkung sein
kdnnen als reine AXOS als Futterzusatz.

In einer Studie von 2008 (Vandeplas et al.), mit einer induzierten Salmonellose am Tag 3
(10° CFU/Tier), zeigte die Belfeedgruppe iiber den gesamten Versuchszeitraum einen geringeren Ge-
halt an Salmonellen im Kot als die Kontrollgruppe ohne Enzym oder Probiotikum (Abbildung 4). Eine
signifikante Reduktion der Salmonellen im Kot (2 log CFU/g) zeigte die Belfeedgruppe am Schlachttag
(Tag 44).

Die beobachtete Reduktion in Salmonellen kdnnte auf einer Konkurrenz mit positiver Flora induziert
sein welche die AXOS selektiv fermentiert. Damit hatte das Enzym (iber die typischen Enzymwirkun-
gen hinaus einen Effekt als Prabiotikum durch die entstandenen AXQOS.
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Abbildung 3: Effekt von AXOS und der Endoxylanase Belfeed auf die Leistung von Broilern (nach
Courtin et al,, 2008)
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Abbildung 4: Effekt der Endoxylanase Belfeed auf Salmonellenbesiedlung im Kot

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist gut beschrieben, dass die Endoxylanase Belfeed alle positiven Effekte eines
NSP-Enzymes vorweist. Darliber hinaus bildet das Enzym klar definierte AXOS mit einem DP > 4 aus
der NSP Fraktion. Die Verringerung des NSP-Gehaltes kann sich positiv auf die Eubiose im Darm aus-
wirken. Die entstandenen gréBeren AXOS kdnnen als Substrat fiir Lactobazillus und Bifidobakterien,
welche Antagonisten zu bekannten Pathogenen, wie z.B. B. hyodysenteriae sind, prébiotische Wirkung
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haben, das heiBt den Wirt positiv beeinflussen. Dies ldsst sich an der Erhdhung erwiinschter Bakterien
im Kot und in der Konsequenz der Reduktion von unerwiinschten Organismen, wie zum Beispiel Sal-
monellen, im Kot erkennen. Es ist mdglich, dass dariiber hinaus die AXOS weitere positive Effekte, die
von anderen Prabiotika bekannt sind, wie verbesserte Mineralstoffaufnahme, haben. Da es sich bei
AXOS um eine neue Stoffgruppe bei echten Prabiotika handelt waren weitere Studien in diese Rich-
tung ndétig und relevant.
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Einleitung

In Futtermitteln pflanzlichen Ursprunges liegt Phosphor grdBtenteils in Phytat gebunden vor und ist
damit im Verdauungstrakt von Schweinen nicht vollstéandig verfiigbar. Ferkelrationen enthalten unge-
féhr 2 bis 3 g Phytat-P je kg TM. Phytat bindet durch Chelatkomplexe neben P auch andere Nahrstoffe
und reduziert damit deren Verfiigbarkeit fiir Schweine (Selle und Ravindran, 2008). Zur Verbesserung
der Nahrstoffverfligbarkeit in der Ferkelfiitterung eingesetzte Phytasen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit durch verschieden Faktoren wie das jeweilige pH Optimum und die proteolytische
Stabilitdt (Greiner und Konietzny, 2011) und der empfohlenen Einsatzrate (Jones et al., 2010). Dane-
ben beeinflussen die Futterzusammensetzung insbesondere die Phytat- Ca-, und die nativen Phytase-
gehalte die Phytasewirksamkeit (Selle und Ravindran, 2008). Phytasen werden standardméBig mit
500 FTU/Kkg in Ferkelrationen eingesetzt, hdhere Phytasezulagen werden aber zunehmend im Hinblick
auf ihre Wirksamkeit zur Verbesserung der Leistungsparameter gepriift (Jones et al., 2010).

Das Ziel dieser Untersuchung war es, den Effekt einer neuen, hitzestabilen 6-Phytase in 3 verschiede-
nen Dosierungen auf die Leistung, fekale P und Ca Verdaulichkeit und die Knochenmineralisierung bei
Ferkeln zu priifen, die eine Standardration (PC) oder eine im P und Ca Gehalt reduzierte Ration (NC)
erhielten.

Material und Methoden

In dem Versuch wurden 192 Absetzferkel iber 6 Behandlungen mit 16 Wiederholungen je 2 Ferkeln
verteilt (Yorkshire x Landrasse und Duroc, abgesetzt im Alter von 28 Tagen). Die Ferkel erhielten
Uber 25 Tage ein Ferkelabsetzfutter (NE 9,5 MJ/kg; CP 180 g/kg; Lys 11,4 g/kg) gefolgt von einem
Ferkelaufzuchtfutter (iber die Dauer von 21 Tagen (NE 9,3 MJ/kg; CP 175 g/kg und Lys 11,2 g/kg).
Die Futter bestanden hauptsachlich aus Weizen (34,5 und 36%), Gerste (30 und 35%), Sojaextrakti-
onsschrot (11 und 12%), Hafer (5 und 7%), Molkeprotein (2 und 4%) und einem Sojaproteinkonzent-
rat (5 und 0%). AuBer im Hinblick auf ihre P und Ca Gehalte war die Rationszusammensetzung
basierend auf den regionalen Empfehlung flir Absetzferkel konzipiert (MTT, 2011). Die Ration, die der
Empfehlung entsprach (Positive Kontrolle; PC) enthielt 8,0 g/kg Ca and 2,9 g/kg verdaulichen P, wo-
hingegen die reduzierte Ration (Negative Kontrolle; NC) lediglich 6,4 g/kg Ca und 1,9 g/kg verdauli-
chen P enthielt. Die Phytase (Quantum® Blue, 6-Phytase produziert mit 7richoderma reesei) wurde
beiden Rationstypen mit 0, 500 oder 1000 Einheiten (FTU)/kg Futter zugelegt. Das pelletierte Futter
sowie Wasser war den Ferkeln ohne Einschrankung zuganglich (ad /ibitum). Die Futteraufnahme und
die Wachstumsparameter wurden separat fiir beide Flitterungsphasen erhoben. Die fekale P und Ca
Verdaulichkeit wurde durch Stichprobensammlung des Kotes Uber einen Zeitraum von 5 Tagen inner-
halb der letzten Fiitterungswoche ermittelt. Hierzu wurde dem Ferkelaufzuchtfutter 4 g TiO,/kg als
unverdaulicher Marker zugesetzt.
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Die getrockneten Futter- und Kotproben (60°C, (iber einem 1-mm Sieb vermahlen) wurden auf ihren
Gehalt an Ca und P (Luh Huang und Schulte, 1985) sowie Ti (in Anlehnung an van Bussel et al., 2010)
analysiert.

Die Phytasegehalt der Futter wurde mit der validierten Quantummethode analysiert (B-074, ROAL Oy,
Finnland).

Am Versuchsende wurden je 12 Ferkel der beiden Kontrollgruppen sowie der Behandlungen, die die
NC Ration mit 500 und 1000 FTU/kg Futter erhielten zur Entnahme von Knochen (Metakarpalknochen
IIT und 1V, links) geschlachtet. Die Knochen wurden bei -18°C bis zur Analyse gelagert, nach dem
Auftauen zerkleinert und nach 20h Trocknung bei 20°C die TM bestimmt. AnschlieBend wurden die
Knochen 16h bei 550°C verascht und die Ca und P Gehalte mittels IPC emissionsspektrometrisch in
Anlehnung an Luh Huang und Schulte (1985) bestimmt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SAS (Version 9.2, gemischtes Modell mit randomisiertem
Blockdesign, fixe Effekte: P und Phytasegehalt sowie deren Interaktion). Signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Behandlungen wurden mittels des Tukey Tests gepriift (P < 0.05).

Ergebnisse

Die Analyseergebnisse der P, Ca und der Phytasegehalte bestdtigten weitestgehend die angestrebten
Unterschiede der Rationen. Die NC Futter enthielten 0,55 bis 0,58% P, 0,66 bis 0,75% Ca und 404 bis
420 und 793 bis 1040 FTU/kg Phytase. Die PC Rationen enthielten 0,71 bis 0,75% P, 0,79 bis 1,06%
Ca, 400 bis 553 und 796 bis 1150 FTU/kg Phytase. Die Gehalte an Phytat gebundenem P betrugen 2,7
bis 2,9 g/kg TM.

Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden keine Unterschiede in der Lebendmasse der Ferkel im
Hinblick auf die verschiedenen Rationen ermittelt (Tabelle 1, £ > 0,05). Wahrend in der Phase I Phy-
tase die tagliche Zunahme und die Futterverwertung steigerte (linear, P < 0,05) waren diese Parame-
ter in der Fitterungsphase II sowie (iber den gesamten Versuch zwischen den Behandlungen nicht
unterschiedlich (P> 0,10).

Tabelle 1: Leistung von Ferkeln, die Futter mit reduzierten (NC) oder adaquaten (PC) P und Ca Ge-
halten unter Zulage von 0, 500, oder 1000 FTU einer hitzestabilen Phytase /kg Futter erhielten

NC PC
OFTU 500 FTU 1000 FTU OFTU 500 FTU 1000 FTU SEM P

Anfangsgewicht, kg 9,8 9,8 10,0 10,0 9,9 10,0 0,4 0,98
Gewicht Tag 46, kg 30,7 31,3 33,2 31,6 30,9 32,0 11 0,62
Tégliche Zunahme, g

Tag 0 - 25! 260 271 294 256 261 291 17 0,46

Tag 0 - 46 453 467 503 473 455 485 19 0,44
G:F, kg/kg TM

Tag 0-25 0,638°  0,701° 0,685% 0,644  0,726° 0,708° 0,022 0,05

Tag 0 - 46 0,631 0,670 0,662 0,647 0,684 0,666 0,014 0,10
® Mittelwerte innerhalb einer Reihe mit unterschiedlichen Hochbuchstaben sind signifikant verschieden (P <
0,05).

G:F: Futterverwertung ermittelt als Zuwachs : Futteraufnahme
! Linearer Effekt der Phytasezulage (P < 0,05)

Die Phytasezugabe verminderte die fekale P Ausscheidung (P < 0,05). Bei Ferkeln, die die NC Ratio-
nen erhielten war dieser Effekt auf die fekale P Ausscheidung linear (Abbildung 1, 2 < 0,05) wohinge-
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gen bei Zulage zu den PC Rationen ein quadratische Phytaseeffekt ermittelt wurde (P < 0,05). Die
resultierenden verbesserten Ca und P Verdaulichkeiten sind in Abbildung 1 dargestellt.

(o]

%
o
o

=]

Scheinbare Verdaulichkeit , %

(Ca P
ONC ONC + 500 FTU/kg
mNC+ 1000 FTU/kg mpPC
BPC+ 500 FTU/kg PC+ 1000 FTU/kg

Abbildung 1: Scheinbare fekale Ca und P Verdaulichkeit von Ferkelfuttern mit reduzierten (NC) oder
adequaten (PC) Ca und P Gehalten bei Zulage von 0, 500 oder 1000 Phytaseeinheiten (FTU/kg) einer
hitzestabilen 6-Phytase
abMittelwerte innerhalb eines Parameters mit unterschiedlichen Hochbuchstaben sind signifikant
verschieden; (P < 0,05), n=8

Die Phytasezulage steigerte den Anteil der verdauten P und Ca Mengen der Rationen (P < 0,05). In
den NC Rationen wurde der Gehalt an verdautem P mit 2,8 g/kg TM bestimmt und stieg bis auf
3,5 g/kg TM bei Zulage von 500 FTU Phytase/kg, (P < 0,05) und auf 3,9 g/kg TM bei Zulage von
1000 FTU Phytase/kg (P < 0,05). In der PC Ration wurde der Gehalt an verdaulichem P mit 3,9 g/kg
TM ermittelt und unterschied sich damit nicht von dem Gehalt verdaulichen P in der mit 1000 FTU/kg
zugelegten NC Ration. Die Phytasezulage zu den PC Rationen steigerte den Gehalt an verdaulichem P
auf 4,8 und 4,7 g/kg TM (P < 0,05) ohne Unterschied zwischen den beiden Zulagestufen (£ > 0,05).

Die Reduktion des Gesamtphosphorgehaltes der Ration um 1,5 g und des Calciumgehaltes um 1,6 g
(NC zu PC) reduzierte das Knochengewicht der Ferkel nur minimal (1 g, P>0,05), den Asche-, Ca- und
P- Gehalt jedoch signifikant um 28 mg/g, 10 mg/g respektive 5 mg/g (P<0,05). Der reduzierten Rati-
on zugelegte Phytase flhrte zu einem besseren Knochenwachstum (1,5 g, P<0,05 bei 1000 FTU/kg im
Vergleich zu der unsupplementierten Kontrolle). Die Knochenmineralisierung wurde ebenfalls durch
die Phytasezulage verbessert, sodass Knochen der Ferkel die die NC Ration mit 500 FTU/kg erhielten
insgesamt 227 mg mehr Asche, 82 mg mehr Ca und 43 mg mehr P aufwiesen (P<0,05). Bei Ferkeln,
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die die NC Ration mit 1000 FTU/kg erhielten wurde 638 mg mehr Asche, 237 mg mehr Ca und 114 mg
mehr P im Knochen gebunden (P<0,05) als bei den Tieren die die reduzierte Ration ohne Phytase
erhielten und damit Werte erreicht, die denen der Ferkel entsprach, die die ausgewogene Ration er-
hielten (P>0,05).

Tabelle 2: Knochenparameter von Ferkeln, die Futter mit 0, 500, oder 1000 FTU einer hitzestabilen
6-Phytase /kg Futter erhielten, n=12

NC* PC*

Metacarpal III+1V 0 FTU 500 FTU 1000 FTU 0 FTU SEM P

Knochengewicht, g 9,82 10,1%® 11,3° 10,8% 0,4 0,04
Aschegehalt, mg/g TM 328° 350° 366° 356° 6 <0,01
Ca Gehalt, mg/g TM 1212 129° 135¢ 1315 2 <0,01
P Gehalt, mg/g TM 562 60° 63°¢ 615 1 <0,01
Asche, mg/Knochen 19142 21412 2552°¢ 2416 106 <0,01
Ca, mg/Knochen 7072 789 ° 944° 889° 39 <0,01
P, mg/Knochen 324° 367° 438°¢ 414°¢ 18 <0,01

*Futter mit reduziertem (NC) oder ausgewogenem (PC) P und Ca Gehalt
a Mittelwerte innerhalb einer Reihe mit unterschiedlichen Hochbuchstaben sind signifikant verschieden (P < 0,05)

Diskussion

Es wurden keine klaren Interaktionen zwischen P und Phytase ermittelt. Dies zeigt zumindest fiir die
hier eingesetzten Gehalte dass der Phytaseeffekt unabhdngig vom P und Ca Gehalt der Ration war
und unterstiitzt die Angaben von Selle und Ravindran (2008), dass voraussichtlich die Phytatbindung
von Mineralstoffen, Proteinen und Starke maBgeblich deren Verdaulichkeit limitiert. Weiterfiihrende
Untersuchungen zum Phytatabbau kénnten deutlicher als die P Verdaulichkeit dariiber Aufschluss ge-
ben, inwieweit einer Komplexbindung von Nahrstoffen durch Phytase gezielt entgegengewirkt werden
kann.

Da die hohere Phytasezugabe keinen signifikant zusatzlichen Effekt im Vergleich zu der bisher (ibli-
chen Phytasedosierung von 500 FTU/kg in der Leistung jedoch eine verbesserte Knochenmineralisie-
rung bewirkte, ist davon auszugehen, dass P das Wachstum der Tiere auch bei hoherer Phytasezulage
limitierte. Dafiir spricht, dass auch bei Phytasezulage zur ausgewogenen Ration héhere scheinbare P
Verdaulichkeiten als bei den entsprechenden PC Kontrolltieren erzielt wurden. Die Knochenparameter
dieser Tiere wurden leider nicht erhoben, um die Zahl der zu schlachtenden Ferkel gering zu halten.
Um ein optimales Wachstum direkt nach dem Absetzen nicht durch P Reduktion zu limitieren, gleich-
zeitig aber einer Nahrstoffbindung durch Phytat entgegenzuwirken, ware der Phytasezusatz ohne P
Reduktion direkt nach dem Absetzen naher zu priifen.

Insgesamt wurde durch beide Zulagestufen der hitzestabilen 6-Phytase ein positiver Effekt insbeson-
dere auf die P und Ca Verdaulichkeit und Knochenmineralisierung erzielt. Im Hinblick auf die Leistung
verbesserte Phytase die Futterverwertung unabhangig von der Zulagestufe sowohl in der reduzierten
wie auch ausgeglichenen Ration direkt nach dem Absetzen. Ein zusatzlicher Effekt durch Steigerung
der Phytasezulage wurde in der NC Ration in Parametern der Knochenmineralisierung und in der
scheinbaren fekalen P Verdaulichkeit erreicht.
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Introduction

Antibiotic growth promoters (AGP) have been used in animal production worldwide since 1946, when
their positive effects were observed for the first time (Moore et a/, 1946). AGP are antibiotics added
to animal feed at subtherapeutic levels to increase growth, improve feed efficiency, and decrease the
incidence of diseases (Khachatourians et a/, 1998). The use of antibiotics over time in animal health
and growth promotion has resulted in the bacterial resistance to these antibiotics (Van Den Bogaard
et al, 1999; Smith et al, 2010). The transfer of antibiotic resistant genes from animals to humans has
now become evident (Greko, 2001). A lot of attention is being focused on the problem of bacterial
resistance, which has resulted in the banning and/or regulation of the use of AGP by a number of
countries (Council regulation 98/2821/CEE, 1998; WHO, 2001). The development of alternative prod-
ucts and improved management is therefore necessary to eliminate the use of AGP while maintaining
productivity.

Organic acids (OA) as alternatives to AGP have increasingly and successfully been supplemented in
poultry feed. It is generally known that acidifiers improve poultry performance. Acids reduce the mi-
crobial load, aid the buffering capacity and reduce the pH in the feed. The pH reducing effect of acidi-
fiers in the foregut supports protein digestion (Eidelsburger and Kirchgessner, 1994; Overland et al.,
2000). Mroz (2000) noted that the reduction in gastric pH activates pepsinogen and other zymogens
and brings the pH of the stomach closer to the optimum for pepsin activity. Organic acids improve
protein and energy digestibility by reducing microbial competition with the host for nutrients and en-
dogenous nitrogen losses, lowering the incidence of subclinical infections and secretion of immune
mediators, and reducing the production of ammonia and other growth-depressing microbial metabo-
lites (Dibner and Buttin, 2002). However, the efficacy of organic acids can be improved by combining
them with phytochemicals and permeabilizing substances (PS). Combining OA with plant derivatives
may be beneficial due to the effect on different parts of the gastro-intestinal tract. OA would exert
their activity in the feed and upper gastro-intestinal tract and plant derivatives to a greater extent in
the distal part of the intestinal tract (Langhout, 2000). The phytochemical cinnamaldehyde (CA) tar-
gets the FtsZ protein, which plays an important role in the cell division of pathogenic bacteria (Do-
madia et al., 2007). Under normal circumstances, FtsZ polymerizes into filaments, which assemble at
the place within the cell where cell division takes place. There, they form a polymeric structure known
as the "Z-ring" on the inner membrane in the middle of the cell, which is responsible for the cell’s
division. CA inhibits not only the formation of FtsZ into filaments, but also the essential processes
involved in the Z-ring formation, its function and thus the cell division. This results in a reduction in
the bacterial load within the gastro-intestinal tract (GIT).

Despite the fact that natural replacements for AGPs are known, fighting Gram-negative bacteria is a
challenge. The outer membrane of Gram-negative bacteria acts as a barrier that prevents antimicrobi-
al compounds from entering the cell and destroying vital functions (Canovas et a/., 2005). This outer
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membrane can be destabilized by a permeabilizing substance (PS), which makes the bacterial cell
more susceptible to antimicrobial compounds (Alakomi, 2001).

An experiment was conducted to study the effects of dietary supplementation with a natural growth
promoter (NGP) consisting of a blend of formic, acetic and propionic acids, CA and PS (Biotronic®
Top3, BIOMIN, Austria) in a corn-soybean meal-based diet on growth performance and cecal microbi-
ome.

Material and methods

The trial was conducted in a commercial broiler farm in Jiangsu Province, China. Four hundred day-old
healthy AA broiler chicks were fed the commercial diets with the composition as shown in Table 1.
Chicks had ad /ibitum access to feed and water. All birds were randomly assigned to two treatments
with four replicates in each treatment and 50 broilers (half male and half female) in each replicate. A
negative control group received no APG or NGP, whereas a trial group received 1 kg NGP based on
formic, propionic and acetic acids, CA and PS, per ton of feed. The feeding trial lasted for 42 days.
Body weight (BW) of the individual animals and feed intake were measured and recorded on days 1,
21 and 42. Morbidity rates and mortality rates were recorded as they occurred. The feed conversion
rate (FCR) was also calculated.

At 21 and 42 days of age, eight animals from each group were randomly selected for sampling and
slaughtered. The intestinal contents were collected from the cecum into plastic 50-ml Falcon tubes.
The collected contents were kept in ice until inoculation and incubation. The samples were processed
within 10 to 60 min after collection. They were weighed and serially diluted in 0.9% saline, and 0.1 ml
of each sample was plated on selective media. The counts of £ coli Salmonella spp., Clostridium
perfringens and Lactobacillus spp. in the cecal content were analyzed. Coliforms (£. colj) were grown
on MacConkey agar (MERCK 5465) aerobically at 37°C for 24 hours. Sa/monella spp. was grown on
MacConkey agar (MERCK 5465) aerobically at 37°C for 24 hours. Lactobacillus spp. was grown on
Rogosa agar (MERCK 5413) anaerobically at 37°C for 48 h with Merck Anaerocult A. Clostridium
perfringens was grown on 5% blood agar (MERCK 10886) anaerobically at 37°C for 48 hours with
MERCK Anaerocult A.

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Duncan’s multiple
range test. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
software. A value of P < 0.05 is considered significant.

Results

Growth performance was improved due to the supplementation of diets with NGP (Table 2). BW at
day 21 and at day 42 was higher (P < 0.05) in the NGP group in comparison with the control group.
Also the average daily weight gain (ADWG), and average daily feed intake (ADFI) of the NGP group
were higher (P < 0.05), than the control group at day 42. ADWG was higher (P < 0.05) than the con-
trol group in the trial period from day 1 to day 21 and from day 22 to day 42. ADFI was higher
(P < 0.05) in the trial period from day 22 to day 42. FCR was improved in the NGP group in compari-
son with the control group at day 42. Calculated EPEF was higher (P < 0.05) in the NGP group than in
the control group.

Effects of NGP on the level of £. coli, Salmonella spp., Lactobacillus spp. and Clostridium perfringens
in broilers are presented in Table 3. The counts of £ coli Salmonella spp., and Clostridium
perfringens in the NGP group were lower (P < 0.05) than those in the control group on day 21 and
day 42. The counts of Lactobacillus spp. in the NGP group on day 21 and day 42 were higher
(P < 0.05) than those in the control group (P < 0.01) on day 21 and day 42.
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Table 1: Composition of the poultry diet, %

Ingredient (%) Starter (0-21 days) Grower (22-42 days)
Corn 62.10 70.90
Soybean meal 27.47 18.00
Corn gluten meal 3.00 5.00
Fish meal 2.80 0.00
Soybean oil 1.00 2.40
L-Lysine 0.10 0.27
DL-Methionine 0.10 0.09
L-Threonine 0.00 0.04
Limestone 1.02 0.93
Monocalcium phosphate 1.90 1.72
Choline chloride 0.07 0.09
Vitamin premix 0.10 0.08
Sodium chloride 0.22 0.38
Trace mineral premix 2 0.12 0.10
Total 100.00 100.00
Formulated nutrients per kg diet

Digestible energy (MJ/kg) 12.22 13.19
Crude protein,% 21.00 17.00
Ether extraction,% 3.70 5.00
Calcium,% 0.85 0.80
Available phosphorus,% 0.48 0.40
Lysine, % 1.05 0.85
Methionine, % 0.45 0.37
Tryptophan,% 0.20 0.14
Threonine, % 0.67 0.56
Methionine + Cysteine, % 0.77 0.65

D Vitamin premix provided per kilogram of diet: retinyl acetate, 12,500 IU; cholecalciferol, 2,500 IU; DL-a-
tocopheryl acetate, 18.75 mg; menadione sodium bisulfate, 2.65 mg; sulfamide, 2 mg; riboflavin, 6 mg; vitamin
B1,, 0.025 mg; biotin, 0.0325 mg; folic acid, 1.35 mg; D-Calcium-pantothenate, 12 mg; vicotinic acid, 50 mg.

2 Trace mineral premix provided per kilogram of diet: Cu, 12 mg from copper sulfate; Zn, 60 mg from zinc oxide;
Fe, 72 mg from iron sulfate; Mn, 72 mg from manganese oxide; Se, 0.24 mg from sodium selenite; I, 1.2 mg
from ethylene diamine dihydroiodine.

Discussion

OA are well known to improve growth performance and modulate the intestinal microbiome of poultry
(Ricke, 2003; Garrido et al., 2004; Owens et al., 2008; Pirgozliev et al,, 2008). In their undissociated
form, they can penetrate the bacterial cell and stop bacterial growth (Stonerock, 2007). The use of an
organic acid mixture decreases the total bacterial count and Gram-negative bacterial count significant-
ly in the broiler chickens (Gunal et a/., 2006). Using OA instead of single acids may be more beneficial
as a result of a broader spectrum of activity (Namkung et a/., 2003). Combining OA with other natu-
rally derived substances is beneficial in comparison to the use of these substances alone. Combining
OA with plant derivatives may be beneficial due to the effect on different parts of the GIT. OA exert
their activity in the feed, upper GIT and plant derivatives to a greater extent in the distal part of the
intestinal tract (Langhout, 2000).
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Table 2: Performance characteristics of broilers

Control NGP

Body weight, g

Day 1 40.22 40.12

Day 21 6712 689°

Day 42, 19532 2048°
Average daily weight gain, g

Day 1-21 30.04° 30.94°

Day 22-42 60.97°2 64.55°

Day 1-42 45,55 47.82°
Average daily feed intake,g

Day 1-21 45.07 45.31

Day 22-42 128.0° 131.72°

Day 1-42 86.54° 88.51°
Mortality,% 9.50 4.50
Feed conversion ratio

Day 1-21 1.52 1.46°

Day 22-42 2.10 2.04

Day 1-42 1.90° 1.87°
EPEF* 221° 249°

NGP- Natural growth promoter consisting of formic, propionic and acetic acids, cynnamaldehyde and permea-
bilizer

*EPEF = European Production Efficacy Factor (Livability [%] x BW[kg] / age[d] / FCR) x 100

3 Means in the same row with no common superscripts are significantly different (£<0.05)

Table 3: £ colij Salmonellaspp., Lactobacillus spp. and Clostridium perfingens count in cecum,
I9(CFU/qg)

Control NGP

Day 21

E. coli 8.356° 7.643°

Salmonella spp. 7.325° 6.781°

Lactobacillus spp. 7.825% 8.827°

Clostridium pefingens 7.9012 7.497°
Day 42

E. col, d 42 8.455° 7.842°

Salmonella spp. 7.287° 6.812°

Lactobacillus spp. 8.262% 9.1158

Clostridum pefingens 8.545° 7.798°

NGP- Natural growth promoter consisting of formic, propionic and acetic acids, cinnamaldehyde and permeabilizer
3 Means in the same row with no common superscripts are significantly different (2 < 0.05)
"8 Means in the same row with no common superscripts are significantly different (P < 0.01)

Permeabilizing substances damage the outer membrane of Gram-negative bacteria. This makes the
bacteria more susceptible to hydrophobic antimicrobials (Alakomi, 2001). The effect of OA and CA on
the inhibition of £. coliand Salmonella typhimurium can be synergistically improved by the inclusion of
PS due to an increase in outer membrane permeability (Rimensperger et al,, 2012). The results of the
same study carried out with piglets are in accordance with the results of the current study. In both
studies, supplementation of the diet with OA, CA and PS increased the growth performance of animals
by modulating the GIT microbiome. Rimensperger et a/. (2012) reported that that £. co/i and Salmo-
nella in the ileum of pigs were combated successfully by a combination of OA, CA and PS. The addi-
tion of OA, CA and PS also increased the amount of beneficial bacteria in the ileum of pigs. These
results are in accordance with the current study with the same product: the supplemented combina-
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tion of OA, CA and PS to broilers led to the reduction of £. colj Salmonella spp. and Clostridium per-
fingens in the cecum. The amount of Lactobacilli was higher in the group fed OA, CA and PS in com-
parison to the negative control. Improved growth performance parameters were evident at day 21
and day 42 of the current study, which indicates the importance of the use of NGP for the entire pro-
duction period. Similar results were achieved in the study described by Bozkurt et a/. (2012) where OA
improved live weight significantly at both 21 and 42 days of age compared with the control.

Conclusion

The results showed that supplementing the poultry diet with NGP increased poultry growth perfor-
mance improving the final weight, average daily gain and feed conversion ratio. The NGP increased
the amount of Lactobacillus spp., and decreased the amount of £. colj Salmonella spp. and Clostridi-
um perfringens in the cecum. These results of the present study might indicate the improved growth
performance in broilers due to the change in the intestinal microbiome by inhibiting pathogenic bacte-
ria while supporting beneficial bacteria.
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Abstract

The work aimed at detecting the influence of taurine addition on the antioxidant activity established
by FRAP (ferric reducting antioxidant potential - the ability of antioxidants to reduce ferric ions). Ex-
perimental animals were males of the common laboratory rat (Wistar Han), which received feed mix-
tures with taurine added at 1000 mg, 1500 mg, 2000 mg, 2500 mg and 3000 mg. The animals were
divided into six groups, each of 8 animals. The duration of the experiment was 28 days.

Our research results demonstrated positive relations between the level of taurine and antioxidant ac-
tivity. The results show a significant effect of taurine on the antioxidant activity established by FRAP at
a level of significance P > 0.01. A statistically significant difference in establishing the antioxidant ac-
tivity by means of FRAP was observed between group G10 (14.22 GAE pg/ml) was statistically signifi-
cantly lower than the average of groups G20 (18.40 GAE pg/ml), G25 (19.20 GAE pg/ml) and G30
(20.62 GAE pg/ml).

Introduction

The work aimed at detecting the influence of taurine addition on the antioxidant activity established
by FRAP (ferric reducting Antioxidant Potential - the ability of antioxidants to reduce ferric ions). Tau-
rine is a ubiquitous substance that contains sulfur and is considered an essential nutrient, some ani-
mal species. The largest concentration of taurine is found in cardiac and skeletal muscle. Taurine acts
in many physiological processes, including cell membrane stabilization, osmoregulation, antioxidant
and others and also affects the calcium-homeostasis (Thurston et al., 1980). Monson (1969) describes
as one of the unidentified growth factors.

Material and methods

The aim of this study was to determine the effect of the addition of taurine content on the antioxidant
activity established by FRAP (ferric reducting antioxidant potential).

The experimental animals were growing males of the common laboratory rat (Wistar han outbred
phylum), which were introduced into the trial at an age of 28 days and grouped so that a maximum
weight difference between the experimental groups was up to 5 g (KACEROVSKY, 1990).

The experimental monitoring lasted for 28 days. The rats were kept in plastic cages by eight males
each and they were marked by colours for easy resolution. In total there were 48 animals divided into
6 groups by 8 males. Feeding rations were composed of unobjectionable components and differed
only in the addition of taurine (see Table 1).
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Parameters monitored during the experiment were as follows: net intake of experimental feed mix-
tures, health condition, weight increment, feed intake and conversion. The litter for the animals was
replaced once a week. Feed leftovers of each group were collected and weighed.

The haematological examination was made with 2 ml of whole blood sampled into a test-tube with
EDTA and we established antioxidant activity by FRAP. The experiment was ended by heart puncture,
collection of blood samples, brain and liver samples and by the subsequent freezing of the remaining
body parts.

Laboratory tests were performed at the Department of Chemistry and Biochemistry at Mendel Univer-
sity in Brno. The data were statistically analyzed in STATISTICA 10 and contrasts between means
were evaluated Tukey test.

Table 1: Level of taurine in diets for rats

Group TAU (mg)
G10 (TAU2) 1000
G15 (TAU3) 1500
G20 (TAU4) 2000
G25 (TAUS) 2500
G30 (TAU6) 3000

Results and discussion

In our experiment, we found a positive influence of taurine on the antioxidant activity by FRAP. Evalu-
ation and statistical processing of the results of determination of antioxidant activity using the ability
of antioxidants to reduce ferric ions (FRAP) in erythrocytes, we have found, that group G10
(14,22 GAE pg/ml) was statistically significantly lower than the average of groups G20 (18,40 GAE
Hg/ml), G25 (19,20 GAE pg/ml) and G30 (20,62 GAE ug/ml) and between others were other statisti-
cally significant differences (see figure 1 and 2). Statistical results were processed at a level of signifi-
cance P < 0.01. The results can be found in Table 2.

25
FRAP - ery
20,62
20 1874 19:2
17,45
— 15 14,22
E
S
=
=
) 10
o
<
o
= 5
0 T T T T
G10 G15 G20 G25 G30

Figure 1: FRAP - erythrocytes
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Figure 2: FRAP — erythrocytes

Table 2: Table of results

G10 G15 G20 G25 G30
FRAP Average 14,22 17,45 18,4 19,2 20,62
(GAE pg/ml) Std.Dev 2,250 2,519 2,085 1,536 2,249

Anand et al. (2011) demonstrated the relation between taurine and the antioxidant chain. Their study
showed that the long-term peroral administration of taurine to common laboratory rats affected com-
ponents of the antioxidant chain. Anand et al. (2010) conducted their taurine studies repeatedly and
found also the influence of taurine on common haematological parameters. The connection of taurine
with the antioxidant chain was also demonstrated by Nandhini et al. (2005), also agree Huxtable
(1992). Prasenjit et al. (2008) also mention that taurine helps antioxidant chain. Their research was
conducted on mice and also among other things also worked with the FRAP method.

Conclusion

In our experiment, we found a positive influence of taurine on the antioxidant activity. The results
show a significant effect of taurine on antioxidant activity determined using the ability of antioxidants
to reduce ferric ions (FRAP) at a level of significance P > 0.01 in erythrocytes. A statistically significant
difference in establishing the antioxidant activity by means of FRAP was observed between group G10
(14.22 GAE pg/ml) was statistically significantly lower than the average of groups G20 (18.40 GAE
Hg/ml), G25 (19.20 GAE ug/ml) and G30 (20.62 GAE pg/ml) and between others were other statisti-
cally significant differences. We believe that taurine has an effect on antioxidant activity.
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Einleitung

Die Transitphase und die Phase der Hochlaktation sind besonders kritisch flir die Milchkuh, da hier
wesentliche Veranderungen im Metabolismus stattfinden. Der Energiebedarf flir die Milchproduktion
Ubersteigt die Energieaufnahme Uber das Futter zu Laktationsbeginn betrachtlich. Die miindet in einer
mehr oder weniger stark ausgepragten negativen Energiebilanz (NEB), die die Kuh tber Mobilisierung
von Fett aus dem Koérpergewebe auszugleichen versucht. Exzessive Mobilisierung von Fetten kann die
Kapazitat der Leber (berschreiten und zu einer verstarkten Ketogenese und der Anreicherung von
freien Fettsdauren (NEFA) in der Leber fiihren. Letztere werden zu Triglyceriden konvertiert und in der
Leber gespeichert. Etwa 50% der Milchkiihe innerhalb der ersten 4 Wochen nach der Kalbung leiden
unter dem Fettlebersyndrom (Bobe et al., 2004; Jurritsma et al., 2003). Eine eingeschrankte Leber-
funktion steht in engem Zusammenhang mit der Entwicklung anderer postpartaler Erkrankungen wie
Ketose, Metritis, Mastitis, Labmagenverlagerung, Immunsuppression sowie Fruchtbarkeitsproblemen.

L-Carnitin dient als Co-Faktor fiir aktivierte Fettsdauren und hat daher einen direkten Einfluss auf den
Fettstoffwechsel (Drackley et al., 1991a,b; Owen et al., 2001). Von Bedeutung ist auBerdem die Puf-
ferfunktion des Carnitins fiir Acetylreste aus dem Fettabbau, da so die Ketonkdrperbildung reduziert
wird (Harmeyer & Schlumbohm, 1997). Das aufgrund dieser Pufferfunktion veranderte Verhaltnis zwi-
schen Acetyl-CoA und CoA erhoht die B-Oxidation und stimuliert den Kohlenhydratstoffwechsel
(Rebouche & Seim, 1998).

Da ca. 80% des liber die Nahrung zugefiihrten Carnitins von Pansenmikroben abgebaut werden (La-
Count et al., 1996) ist es notwendig, das Carnitin in einer pansengeschitzten Formulierung zu ergan-
zen.

Ziel der Studie war, den Einfluss eines pansengeschiitzten Carnitinproduktes auf Leistung und ausge-
wahlte Stoffwechselparameter wahrend der Transitphase und der Hochlaktation zu untersuchen.

Material und Methoden

262 HF Kiihe wurden entsprechend ihrer Laktationsnummer und vorherigen Milchleistung in 2 Grup-
pen aufgeteilt. Die Fiitterung erfolgte in Form einer TMR (Tabelle 1 und 2). Die Rationen waren so
formuliert, dass der Bedarf der Tiere laut der GfE Bedarfsnormen (GfE, 2001) gedeckt war. Die analy-
sierten Nahrstoffgehalte der Rationen sind in Tabelle 2 ausgewiesen. In der Carnitin-Gruppe (CP) er-
hielten die Tiere 10g eines pansengeschiitzten Carnitinproduktes (Carnipass, Lohmann Animal Health
GmbH, Carnitingehalt 20%) pro Kuh und Tag, Die Tiere der Kontrollgruppe (C) erhielten statt dessen
10 g Gerstenschrot. Alle Kiihe wurden in einem Laufstall unter gleichen Bedingungen gehalten.

Milchmenge, Zellzahl, Milchfett, Milchprotein und Harnstoff wurden im Rahmen dreier aufeinander
folgender Milchkontrollen (MLP 1-3) von allen 262 Kiihen ermittelt. Die Blutproben wurden von 110
zuféllig ausgewahlten Kiihen aus der Gesamtzahl von 262 Kiihen eine Woche a.p., eine Woche p.p.,
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5 Wochen p.p. und 9 Wochen p.p (BS 1-4) genommen und auf NEFA, BHB, Cholesterin, GLDH und
Bilirubin im Labor des TGD Jena analysiert.

Zusatzlich wurde die Anzahl der notwendigen Behandlungen der Kiihe, getrennt nach Behandlungen
aufgrund von Fruchtbarkeitsproblemen und Euterproblemen ausgewertet. Rastzeit, Besamungsindex

und Gesamtbesamungserfolg wurden ebenfalls ermittelt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Rationen (% und kg/Tag)

Transitphase Hochlaktation
Grassilage 37,3 % (12,0 kg) 21,2 % (13,3 kg)
Maissilage 43,5 % (14,0 kg) 41,1 % (25,8 kg)
Heu 3,1 % (1,0 kg) 1,0 % (600 g)
Stroh 3,9 % (1,3 kg) 0,6 % (350 g)
Milchleistungsfutter 18/4 0,4 % (250 g)
Zuckerriibenschnitzel 1,8 % (1,1 kg)
Protein Konzentrat* 1,2 % (400 g) 3,9 % (2,4 kg)
UDP Konzentrat** 6,2 % (2,0 kg) 4,6 % (2,9 kg)
Gerstenschrot 2,3 % (750 g) 2,8 % (1,8 kg)
Mineralfutter 2,3 % (750 g) 0,3 % (200 g)
Geschiitztes Fett 0,3 % (200 g)
Salz 0,1 % (40 g) 0,1 % (50 g)

*7,5 MJ NEL, 22.0% XP, 195g nXP, 4g RNB
*x7 2 MJ NEL, 40% XP, 3% XL, 8.5 % XF, 260g nXP, 22g RNB

Tabelle 2: Analysierte Nahrstoffgehalte der Rationen

Transitphase Hochlaktation
NEL (MJ) 6,0 6,6
DM (g/kg) 452 443
XP (g/kg) 135 158
XF (g/kg) 218 192
XL (g/kg) 27 31
Zucker(g/kg) 24 34
Starke (g/kg) 199 200
Zucker+Starke (g/kg) 223 234
XA (g/kg) 78 78
nXP( g/kg) 138 152
Ruminale N-Bilanz -0,4 1,0
Calcium (g/kg) 59+0,3 7,7 £2,0
Phosphor (g/kg) 3604 45+ 0,6
Natrium (g/kg) 2920 3,2+0,9
Magnesium (g/kg) 2,3+0,2 30+£0,5
Kalium (g/kg) 16,4+ 1,3 144+ 1,8
Chlor (g/kg) 6,6 = 3,7 69+1,2
Schwefel (g/kg) 1,8 +0,1 2,2+0,3
DCAB (meg/kg) 248 £ 52 183 + 40

Nur Kihe mit 3 kompletten Milch- und 4 Blutproben wurden in die statistische Auswertung einbezo-
gen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS, Version 20 unter Verwendung einer einfachen Vari-
anzanalyse mit randomisierten Blocken und des Kolmogorow-Smirnow-Tests bei p < 0,05.

Seite 274 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013



Scholz et al.: Applikation von pansengeschiitztem L-Carnitin bei Milchkiihen in der Transitphase und Hochlaktation

Ergebnisse

249 der 262 Kiihe konnten fiir die Auswertung herangezogen werden, 131 der Kontroll- und 118 der
Carnitingruppe. Blutparameter wurden von 89 Kiihen ausgewertet (51 in der Kontroll- und 38 in der
Carnitingruppe). Der Ausschluss der Tiere von der Auswertung des Versuches war nicht auf die Ergan-
zung zurickzuftihren, sondern auf Verschiebungen des Abkalbetermines, der zu einer signifikanten
Reduzierung der Dauer der Carnitinsupplementierung fiihrte. Die CP-Gruppe zeigte eine tendenziell
erhdhte Milchleistung im Vergleich zur C-Gruppe (Tabelle 3). Die Milchfettgehalte der Kiihe der Kon-
trollgruppe waren leicht erhéht, die Milchproteingehalten dagegen teilweise signifikant erniedrigt. Dies
fuhrte zu einem geringeren Fett/Protein-Quotient der Carnitingruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Zellzahlgehalte in der CP-Gruppe zum Zeitpunkt der 1. und 2. Milchkontrolle liegen tendenziell
niedriger.

Tabelle 3: Milchmenge und Milchinhaltsstoffe der Kihe beider Gruppen

MLP 1 MLP 2 MLP 3
C Cp C CpP C CpP
Milchmenge 34,7 35,7 37,5 38,7 35,8 35,9
Milchfett, % 4,23 4,09 3,83 3,75 4,02 3,92
Milchprotein, % 3,23 3.22 3,05 3,10 3,252 3,31°
Fett/Proteinverhaltnis 1,3 1,3 1,32 1,2° 1,32 1,2°
Zellzahl/ml 471.000 374.000 298.000 220.000 278.000 282.000

2P Mittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

Die Carnitinerganzung fiihrte (ber die gesamte Versuchsperiode zu erniedrigten NEFA Gehalten im
Blut (Tabelle 4). Bei mehrkalbigen Kiihen waren diese Unterschiede in der 1. Woche a.p. signifikant
(0,37 mmol/l in der C; 0,29 mmol/I in der CP Gruppe). Zudem wurde ein Trend zu geringeren Plasma
BHB Gehalten der CP Tiere in Woche 5 und 9 p.p. festgestellt. Auch wenn bei Betrachtung aller Kiihe
kein Einfluss der CP Erganzung auf den Cholesteringehalt festzustellen war, wurden bei den Jungku-
hen signifikant geringere Gehalte in der 1. Woche p.p. gefunden (2,7 versus 2,1 mmol/I).

GLDH im Blut der Carnitingruppe war eine Woche a.p. signifikant reduziert und verblieb wahrend der
gesamten Versuchsperiode auf einem geringeren Niveau. Die Werte fur Bilirubin unterschieden sich
zwischen beiden Gruppen in der 5. Woche p.p. signifikant (Tabelle 4).

Tabelle 4: Einfluss der Carnitinerganzung auf verschiedene Blutparameter

BS1 BS 2 BS 3 BS 4
C CP C CP C CP C CP
NEFA, mmol/I 0,37 0,31 0,60 0,51 0,37 0,30 0,28 0,25
BHB, pmol/I 663 668 731 739 659 575 802 737
Cholesterin, mmol/I 2,5 2,3 2,3 2,1 4,2 3,9 51 4,8
LDH, nkat/I 293° 177° 381 290 514 413 422 397
Bilirubin, pmol/I 3,5 3,4 4,4 4,3 3,4° 2,6° 51 4,8

ab Mittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

Von den 249 ausgewerteten Milchkiihen in den Untersuchungen wurden im Verlauf der ersten 100
Tage der Laktation 237 Tiere mindestens 1x behandelt. Zwischen den Gruppen ergaben sich signifi-
kante Differenzen, wobei die Kiihe der Kontrollgruppe durchschnittlich 0,47-mal mehr behandelt wur-
den (Abbildung 1). Zwischen den Gruppen konnten ebenfalls signifikante Unterschiede in der
Behandlung von Fruchtbarkeits- und Euterproblemen nachgewiesen werden.
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Abbildung 1: Einfluss der Carnitinergidnzung auf die Anzahl der Behandlungen pro Kuh. *®
Mittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

Die Carnitinergénzung zeigte auch einen Einfluss auf die Fruchtbarkeit der Tiere. Auch wenn fir die
Rastzeit der Kiihe kein signifikanter Einfluss der Behandlung festgestellt werden konnte, zeigte die CP
Gruppe einen tendenziell geringeren Besamungsindex als die C-Gruppe. Die Konzeptionsrate lag da-
gegen in der CP-Gruppe signifikant tiber der der Kontrolle.

Tabelle 6: Einfluss der Carnitinerganzung auf Fruchtbarkeitsparameter

C CP
Rastzeit (Tage) 75+ 35 74 £ 33
Besamungsindex 2,3 1,9
Konzeptionsrate 70° % 86° %

ab Mittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

Diskussion

Die Carnitinerganzung fihrte zu keiner signifikanten Erhéhung der Milchmenge. Dies deutet darauf
hin, dass die Milchleistung zunachst einmal mehr oder weniger unabhdngig von der Stoffwechsellage
der Kuh ist. Als Ergebnis eines leicht reduzierten Fett- aber erhéhten Proteingehaltes in der Milch der
Kiihe der Carnitingruppe war das Fett/Proteinverhaltnis signifikant reduziert. Ein reduzierter Milchfett-
gehalt und ein geringeres Fett/Proteinverhdltnis deuten auf eine geringere Fettmobilisierung maoglich-
erweise als Ergebnis eines verbesserten Fettstoffwechsels und dadurch geringerer NEB aufgrund der
Carnitinerganzung hin.

Der Zellzahlgehalt der ersten und zweiten Milchkontrolle nach der Kalbung war in der CP Gruppe ten-
denziell niedriger als in der Kontrollgruppe. Auch wenn diese Unterschiede nicht signifikant waren, ist
bekannt, dass eine negative Energiebilanz und eine damit haufig einhergehendes subklinische Ketose
einen negativen Einfluss auf die Eutergesundheit haben (Leslie et al., 2000; Suryasathaporn et al,
2000).

Die geringeren NEFA, BHB und Cholesteringehalte in der CP Gruppe des vorliegenden Versuchs wur-
den auch von anderen Autoren bestatigt, wenn Carnitin in dhnlichen Dosierungen gegeben wurde
(Carlson et al., 2007) oder intravents (Erfle et al., 1971) verabreicht wurde. Carlson et al. (2007)
konnten auch zeigen, dass als Folge geringerer NEFA Konzentrationen durch Carnitinsupplementie-
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rung der Gesamtfettgehalt und der Triglyceridgehalt der Leber signifikant verringert wurde, wahrend
gleichzeitig der Glykogengehalt erhéht wurde.

Die Blut-GLDH Werte der CP Gruppe waren eine Woche a.p. signifikant reduziert und verblieben wah-
rend des gesamten Versuchs auf einem niedrigeren Niveau. Laut Kraft & Diirr (2005) ist ein Anstieg
an GLDH ein Indikator fir eine erhohte Leberbelastung, wie sie als Folge einer Lipomobilisatons-
abhangigen Fettleber beschrieben wird (Rehage 1996). Die Bilirubinwerte unterschieden sich zwischen
den Gruppen in der 5. Woche p.p. signifikant. Erhdhte Bilirubinwerte werden ebenfalls immer im Zu-
sammenhang mit dem Fettlebersyndrom beobachtet (Kraft & Diirr, 2005; Rehage 1996). Geringere
NEFA Gehalte in der carnitinsupplementierten Gruppe und dadurch eine geringere Leberbelastung sind
wahrscheinlich der Grund fiir die geringere GLDH und Bilirubingehalte in dieser Gruppe.

Gesundheit und Fruchtbarkeit von Milchkiihen stehen in engen Zusammenhang mit der Auspragung
der NEB (Jorritsma et al. 2003). Die Fruchtbarkeit wird vor allem durch Veranderungen des IGF Sys-
tems wahrend der Phase der NEB beeinflusst (Butler, 2003; Llewellyn et al., 2007). Es ist zu vermu-
ten, dass Uber den Einsatz von Carnitin und die damit verbundene positive Wirkung auf Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsel die Periode der extremen NEB verringert wurde. Dies wird durch die gerin-
gere Fettmobilisation in der CP-Gruppe unterstitzt. Zusatzlich kénnte Carnitin auch bei der Milchkuh
einen direkten Einfluss auf das IGF-System haben. Dieser wurde bei anderen Tierarten bereits nach-
gewiesen (Waylan et al., 2005). Auch Veranderungen in der Expression polymorpher Gene, die sowohl
den Fettstoffwechsel als auch Fruchtbarkeitsparameter beeinflussen, kénnten die Ursache fiir die Ver-
besserung der Fruchtbarkeit in der Carnitingruppe sein (Wathes et al., 2012).

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Erganzung von Carnitin die Stoffwechselsituation der Milch-
kiihe innerhalb der ersten 2 Monate nach der Kalbung wesentlich verbessert und infolgedessen auch
die Fruchtbarkeit der Tiere erhohte.

Pansengeschiitztes Carnitin kann damit einen wesentlichen Beitrag zur Entlastung des Stoffwechsels
leisten und Gesundheit und Tierleistung positiv beeinflussen.
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Introduction

During the transition from pregnancy to lactation, dairy cows are susceptible to numerous disorders.
The onset of milk synthesis requires huge amounts of oxygen for aerobic metabolism. This results in
free radical formation as normal end product of cellular metabolism (Bernabucci et al., 2005, Valko et
al., 2007). When the production of reactive oxygen species (ROS) exceeds the capacity of the endog-
enous radical defense system (eRDS) oxidative stress will develop. Oxidative stress is strongly related
to the health status of dairy cows, and result in an impaired immune response and increased inflam-
mation processes such as mastitis. Studies have shown a number of changes in gene expression in
adipose tissue (Sumner-Thomson et al., 2011) and the mammary gland (Aitken et al., 2009) during
transition in dairy cattle of molecules affecting inflammation and immunity.

Vitamin E is an important nutrient to allow for the optimum immune and inflammatory state of dairy
cattle as it is part of the eRDS. Commonly, vitamin E level in feed exceeds the physiological require-
ments of the animals by far. High vitamin E supplementation is supposed to have so-called “add-on
effects” such as improved immune competence, improved udder health and better meat quality
(Smith et al., 1997, LeBlanc et al., 2004).

Vitamin E is also an expensive ingredient, and cost pressure on dairy feed dictates the need to main-
tain the health of cows while maintaining profitability. In addition vitamin E is mainly supplemented as
vitamin E acetate. It obtains its antioxidative properties only after the acetate groups have been hy-
drolysed in the small intestine.

In order to prevent oxidation of feed during storage and within the intestinal tract it is necessary to
add effective antioxidants to the feed. Supplemented antioxidants scavenge the ROS and are able to
protect the nutrients by simultaneously sparing vitamin E in the digestive tract. If less vitamin E is
consumed within the GI tract there will be increased vitamin E transfer to body tissues, less ROS in
blood and body tissues and improved eRDS. Reduced oxidative stress results in the reduction of in-
flammatory processes, improved udder health and improved overall animal efficiency.

The aim of this study was to show the effect of an antioxidant or a high vitamin E supplementation on
oxidative status of dairy cows during the transition and high lactation period.

Material and methods

Sixty cows were allotted to 3 treatments. The study was a randomized complete block. Cows were
blocked by parity (1%, 2" and 3™) and previous performance (multiparous cows). Cows were fed a
TMR ad libitum to requirements from 14 prepartum until 84 days in milk (DIM) as presented in table 1
and 2. Treatments were the control ration providing 1000 IU/d of Vitamin E (C); the antioxidant
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treatment (AO) providing 1000 IU/d Vitamin E plus 150 mg of an antioxidant blend consisting of natu-
ral and synthetic antioxidants (Loxidan, Lohmann Animal Health, Cuxhaven) per kg DM and a high
vitamin E treatment (HE) providing 3000 IU/d Vitamin E.

Table 1: Composition of the control diet (% and kg DM/day)

Dry Period Lactation
Timothy hay 22.6 % (3.16 kg) 1.8 % (0.45 kg)
Corn silage 25.8 % (3.61 kg) 18.8 % (4.77 kg)
Alfalfa hay 25.8 % (3.61 kg) 12.1 % (1.0 kg)
Distiller’s Dried Grains -- 1.3 % (1.3 kg)
Concentrate* 25.8 % (3.61 kg) 38.2 % (9.67kg)

* Dry period grain mix contains 22.5 % corn, 54.6 5 barley, 12.5 % soybean meal, 1.25 % limestone, 1 % trace
mineral salt with Se, 0.1 % each of Vit. A and D premix, 1.25 % MgO and 1.4 % yeast XP; Lactation grains mix
contains 19.1 % corn, 56.4 % barley, 8.9 % cull peas, 6.4 % SBM, 0.85 % limestone, 0.75 TM sale with Se, 2.13
% NaBicarbonate, 0.21 Vit A premix, 0.05 % Vit D; 0.64 % MgOx, 2.5 % megalac, 1.07 % dicalcium phosphate,
0.2 % bloatguard and 0.015 % selenoyeast

Table 2: Analyzed nutrient content the control diet

Transition Lactation
NEL (M3J) 6,0 6,7
DM (g/kg) 452 520
Crude protein (g/kg DM) 143 176
NDF (g/kg DM) 335 238
Ether extract (g/kg DM) 27 39
Starch (g/kg DM) 127 232

Feed intake was measured on individual animals through the use of Calan gates and a DataRanger
feeding system.

Milk yield was measured daily through in line milk scales. Milk components (protein, lactose, fat, milk
urea nitrogen) and somatic cell count (SCC) were measured through monthly milk controls.

Animal body weights and body condition score (BCS) was determined at 28, 21, 14, 7 days prepar-
tum, at calving and 7, 14, 21, 28, 56 and 84 days postpartum.

Blood samples for analysis of Serum glucose, NEFA, BHB, Vitamin E and advanced oxidation protein
products (AOPP) were taken of a subset of 10 animals per treatment, evenly spread across parity at
days 21 prepartum, and 7 and 56 postpartum.

Vitamin E was analyzed by HPLC. AOPP were determined by a modified version of the method of Celi
et al. (2011).

Adipose and liver samples were taken at 7 and 28 days in milk (DIM). RNA was prepared and ana-
lyzed on the Affymetrix Bovine gene array chip and the data were analyzed using Genesifter by Geo-
spiza.

Data were analyzed as a randomized complete block with repeated measures using PROC GLM of SAS.
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Results
There was no effect of treatment on DMI, body weight and BCS in any parity group.

Milk production was the same in multiparous cows on all treatments (35.0 +/- 1.2 (SEM) kg/d). How-
ever, in 1% lactation animals milk production was highest (P < 0.01) in animals on the high Vitamin E,
lowest on the lower Vitamin E and intermediate on the AO treatment. There were no effects on milk
composition.

Serum glucose, NEFA, or BHBA were also not influenced by treatment. Plasma Vitamin E was higher
(P < 0.01) in animals fed high Vitamin E compared to normal vitamin E or antioxidant treatment.
AOPP was lower in animals fed the AO-supplemented or higher Vitamin E diet compared to controls,
especially in multiparous animals (Treatment x DIM x parity P < 0.05).

The SCC in this herd was fairly low. Primiparous cows had a SCC of 73,000, multiparous cows 58,000.
There was a treatment x parity interaction (P < 0.001) in that SCC in control 2™ lactation animals was
120,000 and in Loxidan treatment 11,000; high Vitamin E was 46,000.

Analysis of adipose transcriptome showed 27 genes improving response to stress that increased in
animals fed the antioxidant blend, examples include interleukin 16, macrophage inflammatory protein
3 and glutathione transferase (P < 0.05 for all). In the liver 18 genes controlling antioxidant activity
increased in animals fed the antioxidant blend. Higher Vitamin E feeding showed 5 genes controlling
immune processes increased compared to control without supplemented antioxidants (P < 0.05).

Discussion

The aim of this study was to compare the oxidative status and the expression of inflammation related
genes in cows with low vitamin E, low vitamin E plus an antioxidant blend and cows with high vitamin
E supplementation.

As expected, the addition of the high vitamin E resulted in an increase in plasma vitamin E levels. In
contrast to the common opinion of the vitamin E saving properties of other antioxidants this could not
be confirmed in this study.

In general lowest vitamin E levels were found shortly after calving, probably a result of its radical
scavenging activity through vitamin E radical formation.

The lower values for AOPPs which are considered as a marker of protein oxidation generated by acti-
vated neutrophils and involved in inflammation (Celi et al., 2011) indicate less oxidative stress in the
HE and AO group. Feeding higher vitamin E levels has been previously reported to reduce oxidative
stress and improve animal health (Miller et al., 1993; Brzezinska-Slebodzinsk et al.1997). Adverse
effects of high vitamin E compared to the control diet as recently reported by Bouwstra et al. (2010)
were not detected in this study. Reduced oxidative stress as indicated by lower AOPP values for the
AO group are in line with Winkler et al. (2010) who found lower dROM values in cows supplemented
with synthetic antioxidants.

There are many studies showing increased expression of proinflammatory cytokines during the peri-
parturient period (Aitken et al., 2009, Trevisi et al., 2012). These cytokines are linked to the develop-
ment of inflammatory diseases such as mastitis. In the current study, differences in the expression of
27 genes related to oxidative status and inflammatory processes in adipose tissue and of 12 in the
liver between control and AO group were found. These findings suggest that supplementing a specific
antioxidant blend led to improved oxidative status in this study. Even though none of the treatment
groups had SCCs indicating increased risk for mastitis, it was shown, that 2™ parity animals in the AO
treated group had significantly lower SCCs compared to the control.
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In conclusion, dairy cows are exposed to increased oxidative stress during the periparturient period
which result in a declined oxidative status and increased expression of proinflammatory genes. The
supplementation of vitamin E as well as the antioxidant blend resulted in an improved oxidative status
of the cows. The antioxidative blend had also a positive effect on the expression of genes involved in
inflammatory processes and oxidative status of the cows which was more pronounced than the effect
of the vitamin E. The detailed mode of action of AO supplementation has to be investigated in further
trials.
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Einleitung

Die Fruchtbarkeits- und Aufzuchtleistungen der Sauen sind in den vergangenen Jahren deutlich ge-
stiegen. Das erfordert eine entsprechend hdéhere Nahrstoffversorgung. Die leistungsgerechte Ausfiitte-
rung der Sauen wird zur Herausforderung. AuBerdem kdénnen die fiir die gestiegene Anzahl Ferkel
benétigten hohen EiweiB- und Mineralstoffgehalte im Futter zu einer spiirbaren Stoffwechselbelastung
der Sau fiihren. Deshalb gilt es dariiber nachzudenken, inwieweit sich der Anteil an EiweiB und Mine-
ralien im Sauenfutter, in Kombination mit speziellen Zusatzstoffen, senken lasst, um den Stoffwechsel
der Tiere zu entlasten. Das wirde auch der Umwelt gut tun, weil die Nahrstoffausscheidung mit Kot
und Harn je Produktionseinheit sinkt — ein Punkt, der insbesondere auf flachenarmen Standorten mit
hohen Pachtpreisen durchaus wirtschaftliche Vorteile mit sich bringt. Nicht zuletzt kénnten durch we-
niger EiweiB und Mineralstoffe im Sauenfutter Ressourcen geschont und damit eine nachhaltigere
Landwirtschaft betrieben werden.

Material und Methode

In der Sauenanlage in dem Versuchs- und Bildungszentrum (VBZ) Haus Diisse wurde in Zusammenar-
beit mit den Firmen HS-Schrader, Ochtrup, und APC-Austria (Agrar Produktion & Consulting), in einem
Langzeitversuch, von Juli 2009 bis Januar 2012, der Einfluss eines speziellen Zusatzstoffes untersucht.
Der Zusatzstoff bestehend unter anderem aus Tonmineralien, dtherischen Olen und Spurenelementen.
Es wird dem Futter mit 0,2 % beigemengt.

Das vordergriindige Ziel besteht darin, durch eine VergréBerung der Darmoberflache eine verbesserte
Verdaulichkeit von EiweiB- und Mineralstoffen zu erreichen. Letztendlich wiirde dies eine Reduzierung
des Rohproteingehaltes und des Phosphorgehaltes im Futter erlauben, ohne LeistungseinbuBen zu
erleiden. Der Nutzen dieser Strategie fiir die Sauen liegt in einer Stoffwechselentlastung der Ausschei-
dungsorgane, insbesondere der Leber und der Niere.

Fiir den Versuchszeitraum wurde die Sauenherde von 250 Tieren in zwei Fiitterungsgruppen unterteilt.
MaBgebend fiir die Gruppenzugehdrigkeit war die Ohrmarkennummer. Alle Sauen mit einer ungeraden
Ohrmarkennummer gehérten zur Versuchsgruppe mit dem speziellen Zusatzstoff APC (APC-Gruppe),
alle Sauen mit einer geraden Ohrmarkennummer gehdrten zur Vergleichsgruppe (Kontrollgruppe) die
ein Standardfutter ohne den Zusatzstoff APC erhielten. Diese Unterteilung gewahrleistete eine gleich-
maBige Verteilung der Sauen lber alle Altersgruppen hinweg.

Gefittert wurden beide Gruppen jeweils mit einem Futter fiir tragende und einem fiir laktierende Sau-
en, wobei die Inhaltsstoffe der Trage- und Sdugefutter hinsichtlich Energie und Rohfaser identisch
waren (siehe Tabelle 1). Um Qualitdtsunterschiede zwischen den Futtern der Vergleichs- und denen
der Versuchsgruppe auszuschlieBen, wurden alle Futter aus den gleichen Komponentenchargen zu-
sammen gemischt.

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 283



Stalljohann und Schulte-Sutrum: Einsatz von nahrstoffreduziertem Futter in der Sauenhaltung

Tabelle 1: Futterzusammensetzung und Inhaltsstoffe

Kontrollgruppe | APC-Gruppe | Kontrollgruppe | APC-Gruppe
Tragefutter Saugefutter

Gerste % 41,6 35,6 20,0 20,0
Weizen % 10,5 25,2 25,0 27,0
Mais % 10,0 10,0 15,0 24,4
Sojaschrot extra HP % 8,1 21,4 14,1
Weizenkleie % 16,5 15,0 59 2,5
Sojaschalen % 5,7 6,5 3,9 4,8
Trockenschnitzel % 4,0 4,5 2,5 2,5
Calciumcarbonat % 1,4 1,2 1,7 1,1
Lecithin % 1,6 1,2
MCP % 0,1 0,5 0,4
Natriumchlorid % 0,3 0,3 0,6 0,4
Natriumbicarbonat % 0,3 0,1

Sojadl % 0,4 0,3
Pflanzenfett % 0,8 0,5 0,7 0,3
Inhaltsstoffe:

Energie MJ ME/kg 12,0 12,0 13,4 13,4
Rohprotein % 14,0 11,0 17,5 15,0
Lysin % 0,7 0,5 1,0 0,83
Rohfett % 3,5 3,2 5,53 4,5
Rohfaser % 7,0 7,0 5,0 5,0
Rohasche % 5,5 4,8 6,0 4,7
Calcium % 0,65 0,58 0,85 0,58
Phosphor % 0,45 0,42 0,55 0,45
Natrium % 0,20 0,15 0,25 0,15

Im praktischen Ablauf wurden die Futtermischungen als gebrdseltes Fertigfutter von der Firma Schra-
der geliefert. Mit einer Schauer Spotmixanlage konnten die einzelnen Troge der Abferkelabteile ent-
sprechend der Sauennummern mit der dazugehérigen Mischung befiillt werden. Innerhalb der APC-
Gruppe bzw. Kontrollgruppe erhielten jeweils ein Drittel der sdugenden Sauen ihr Futter trocken und
die anderen fliissig vorgelegt. Trotz der unterschiedlichen Verabreichungsformen als Trocken- oder als
Flussigfutter, erfolgte die Belegung der Buchten nach dem Zufallsprinzip. Damit wurde eine ausgegli-
chene Verteilung der Sauen auf die Fitterungstechniken erreicht. Im Bereich des Deckzentrums wur-
den alle Sauen fliissig gefiittert. Pro Futterausdosierventil wurden hier bis zu vier Sauen gefiittert. Die
Sauen wurden entsprechend der Ohrmarkennummer in Besamungsstande aufgestallt, deren Ventile
zur jeweiligen Futtergruppe zugeordnet waren. Drei Tage nach der Belegung im Deckstall wurden
bzw. werden die Sauen in eine dynamische GroBgruppe mit 150 Sauen umgestallt. Uber drei Abrufsta-
tionen der Firma Mannebeck konnten alle Sauen, tierindividuell, mit Kontroll- oder APC-Versuchsfutter
gefittert werden. Zur technischen Umsetzung des Versuchs, waren alle drei Stationen mit zwei Fut-
terdosierern ausgestattet.

Die Jungsauen wurden von einem Jungsauenbetrieb ab 180 Lebendtagen bezogen und mit durch-
schnittlich 270 Tagen erstmalig belegt. Nach der Belegung erfolgte die Verteilung der Jungsauen,
durch das Einziehen der Ohrmarkennummer auf die Kontrollgruppe bzw. APC-Gruppe. Vom Zeitpunkt
der Anlieferung in den Quarantane-Stall bis zum Einstallen in das Abferkelabteil, war eine Einteilung
der Sauen in zwei Futtergruppen aus fitterungstechnischen Griinden nicht mdéglich. Aus diesem Grun-
de erhielten alle Jungsauen das Kontrollfutter fiir die laktierenden Sauen. Erst im Abferkelstall wurden
die Sauen der Versuchsgruppe auf das Futter, mit dem Zusatzstoff APC umgestellt. Aus diesem Grun-
de beginnt die Auswertung erst mit dem 2. Wurf.

Seite 284 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013



Stalljohann und Schulte-Sutrum: Einsatz von nahrstoffreduziertem Futter in der Sauenhaltung

Neben den im Sauenplaner erfassten Produktions- und Leistungsdaten der Sauen wurden zusatzliche
Einzeltierdaten von den Sauen und Ferkeln erhoben. Erfasst wurden Sauengewichte und Riicken-
speckmalBe der Sauen beim Ein- und Ausstallen der Sauen im Abferkelstall, so wie die Geburts- und
Absetzgewichte der Ferkel durch Einzeltierwiegungen. Ferner wurden die Futterverbrauche der Sauen
erfasst. Die Daten wurden in einer SPSS Datenbank zusammengefiihrt und ausgewertet.

Ergebnisse

Die in der Tabelle 2 aufgefiihrten durchschnittlichen Leistungsdaten der Sauen in der Kontroll- und
APC-Gruppe beziehen sich nur auf Wirfe ab der 2 Wurfnummer. Hier konnten insgesamt 946 Wiirfe
ausgewertet werden.

Aufgrund der Einteilung der Versuchstiere nach gerader oder ungerader Ohrmarkennummer konnte
eine vergleichbare Altersstruktur der beiden Sauenversuchsgruppen erlangt werden.

Die meisten der in Tabelle 2 aufgefiihrten Leistungsparameter sind nicht statistisch abzusichern. Unter
den sonst gleichen Haltungsbedingungen, (iber einen Zeitraum von 2,5 Jahren kénnen mdgliche kom-
pensatorische Effekte der APC-Gruppe nahezu ausgeschlossen werden.

Tabelle 2: Gegeniiberstellung der Leistungsdaten der Sauen in der Kontroll- und APC-Fiitterungs-
variante (ab dem 2. Wurf)

Kontrolle APC Durch
Gruppe Gruppe schnitt

Anzahl Wirfe ausgewertet n 479 467 946
Wurfzahl der Sau n 4,65 4,60 4,63
Anzahl leb. geborene Ferkel n 13,13 13,16 13,14
Anzahl tot geborene Ferkel n 1,04 0,98 1,01
Anzahl versetzter Ferkel n -0,15 -0,25 -0,20
Anzahl abgesetzter Ferkel n 10,78 10,70 10,74
Saugezeit Tage 27,13 27,28 27,20
Geburtsgewicht je Ferkel kg 1,41 1,40 1,41
Absetzgewicht je Ferkel kg 8,17 8,04 8,10
Verluste % 16,05 16,45 16,25
Erdriickte % 6,65 6,25 6,45
Kimmern % 4,55 4,76 4,65
Substanzverlust der Sau kg 34,34 37,61 35,96
% 12,66 13,90 13,27
Futterverbrauch in der Saugezeit kg 144,61 142,17 143,41
kg / Tag 5,33 5,21 5,27
Umrauscherquote % 4,40 3,00 3,70
Glstzeit Tage 7,00 6,29 6,65
Zwischenwurfzeit Tage 152,38 151,33 151,86
Wiirfe pro Sau und Jahr n 2,40 2,41 2,40
leb. geborene Ferkel je Sau u Jahr n 31,46 31,73 31,59
abgesetzte Ferkel je Sau u Jahr n 25,83 25,80 25,82

Signifikante Unterschiede zwischen den Sauen der APC-Gruppe und den Sauen der Kontrollgruppe
bestanden in einem um 3,3 kg bzw. 1,2 % hoéherem Substanzverlust bei den Sauen der APC-Gruppe
nach dem Absetzen. Mit 34,34kg bzw. 12,7% bei der Kontrollgruppe und 37,61kg bzw. 13,9% bei der
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APC-Gruppe liegen die Substanzverluste in beiden Versuchsgruppen deutlich iber der Norm von 8-
10 % innerhalb der Sdugezeit. Dennoch haben sich die stérkeren Substanzverluste nicht negativ auf
die Fruchtbarkeit bzw. die Nutzungsdauer der Sauen der APC-Gruppe ausgewirkt. Dies kdnnte in dem
allgemein guten Konditionszustand der Sauen begriindet sein. Die tendenziell niedrigere Umrausch-
quote der APC-Gruppe von 3% gegentiber einer Umrauschquote von 4,4% bei der Kontrollgruppe
verstarkt diesen Eindruck.

Alle saugenden Sauen erhielten Trocken- bzw. Flissigfutter, wie bereits im Bericht erwahnt (iber eine
Spotmixanlage der Firma Schauer, nach Futterkurve zugeteilt. Mit dieser Anlage wird das Futter fiir
die Sauen einzeln Gber einen Chargenmischer trocken angemischt. Beim Ausdosieren des Futters in
den Einzeltrog besteht die Mdglichkeit dem Futter Wasser beizumengen. Damit war es mdoglich die
Sauen in einzelnen, dafiir ausgeriisteten Abferkelbuchten nass und in anderen Abferkelbuchten tro-
cken zu fiittern. Die 22 Abferkelbuchten, in denen trocken gefiitterten wurde, befanden sich immer in
Abteilen in gleicher Anzahl und in gleichmaBiger Verteilung mit Abferkelbuchten in denen nass gefiit-
tert wurde. In einigen Abteilen wurden die Sauen nur fliissig gefittert.

Diskussion und Schlussfolgerungen

Eine fiir den Sauenhalter abschlieBend entscheidende Frage ist die nach dem wirtschaftlichen Nutzen
durch den Einsatz des APC Futters. Dazu wurde in der Tabelle 3. zunachst ein Vergleich der Futterkos-
ten je Sau und Jahr der beiden Versuchsgruppen durchgefiihrt. Es zeigt sich, das bei einem fast glei-
chen Futterverbrauch je Sau und Jahr die Futterkosten bei der APC- Gruppe um 6,46 €/ Sau und Jahr
hoéher ausgefallen sind. Bezogen auf eine nachhaltige Ferkelproduktion ist fest zustellen, das durch
den Verzicht von HP- Sojaschrot im Tragendfutter in der APC-Gruppe und eine Reduzierung des HP-
Sojaschrotanteils in dem Saugefutter der APC-Gruppe um 7,3 %-Punkte, je Sau und Jahr ca. 90 kg
HP- Sojaschrot im Vergleich zur Kontrollgruppe eingespart werden konnten. Das Ergebnis eines Fut-
tervergleichs der im Versuch eingesetzten APC Futter mit den Kontrollfuttern wird somit stark vom
jeweiligen Sojaschrotpreis beeinflusst. Aufgrund der aktuell hohen Sojaschrotpreise fiihrt der geringe-
re Rohproteingehalt der im Versuch eingesetzten APC Futter zu einem veranderten Preisgeflige zwi-
schen den Kontrollfuttern und den APC Futtern.

Tabelle 3: Stickstoff- und Phosphorausscheidungen sowie Flachenbedarf in Abhdngigkeit von Stan-
dard-RP-/P-reduzierter bzw. Stark-RP-/P-reduzierter Fitterungsstrategie bei Sauen mit Ferkeln bis
7,5 kg LM am Beispiel von 100 Sauen

Variante Kontrollgruppe APC Gruppe
RP-/ P Gehalte im Futter
Im Tragefutter g/kg 140 4,5 110 4,2
Im Saugefutter g/kg 175 55 150 4,5
N-/ P Aufnahme / Sau u Jahr kg 28,76 5,72 23,49 5,02
N-/ P Ausscheidung / Sau u Jahr g 23,75 4,72 18,49 4,03
P205 - Ausscheidung / Sau u Jahr kg 10,81 9,22
Flédchenbedarf fir Giille
- P,0s - Diingung ha 12,77 10,79
- N-Diingung ha 10,16 7,62
Kalkulierte Kosten Pachtflache €/ ha 750 750
Kostendifferenz fiir Flachenbedarf nach P,0s € - 1487 44
Kostendifferenz je Sau und Jahr € - 14,87

Ein weiterer Vorteil der APC Fiitterung sollte sich in der geringen Nahrstoffausscheidung bemerkbar
machen. Hier- zu wurde eine Nahrstoffbilanzierung vorgenommen. Ziel dieser Berechnung war der
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Vergleich, der ausgeschiedenen Nahrstoffmengen an Stickstoff und Phosphor, zwischen den beiden
Fitterungsversuchsgruppen. Daraus wurde dann die jeweilig bendtigte Giilleausbringflache bezogen
auf den Stickstoff- und Phosphoranfall, fliir einen Bestand von 100 Sauen, errechnet. Es zeigte sich,
dass beim Phosphor als entscheidende GréBe fiir den Flachenbedarf die Kontrollgruppe mit 12,75 ha,
ca. 2 ha mehr bendtigt wurden als die APC-Gruppe, fiir die 10,80 ha an Glilleausbringfléche ausreich-
ten.

Neben den Vorteilen fiir den Umweltschutz, der durch die geringere Nahrstoffausscheidung bei ver-
gleichbaren Tierleistungen erzielt wurde, lasst sich auch ein wirtschaftlicher Vorteil fiir den Sauenhal-
ter durch den Einsatz des APC Futters ermitteln. Besonders an Veredelungsstandorten ist das Angebot
an noch freien Flachen zur Giilleausbringung sehr knapp und damit auch entsprechend teuer. Ausge-
hend von einem Pachtpreis von 750 €/ha, wirde eine Verringerung der bendétigten Flache von ca.
2 ha je 100 Sauen somit eine Ersparnis von 1.487,44 €, oder 14,87 €/Sau und Jahr bedeuten. Abzlig-
lich der hdheren Futterkosten von 6,46 €/ Sau u Jahr, bleibt ein wirtschaftlicher Vorteil von 8,41 €/Sau
und Jahr bei den Sauen der APC-Gruppe bestehen, siehe Tabelle 3.
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Abstract

Mycotoxins are unavoidable contaminants in foods and feeds and constitute a major health problem.
Deoxynivalenol (DON), mainly produced by Fusarium fungi, and also commonly called vomitoxin, is a
trichothecene mycotoxin. It is a major cereals grain contaminant of public health concern worldwide
and causes various toxicological effects. The full effects of Fusarium mycotoxins on nutrient absorp-
tion are still not known. Therefore, the objectives of present study was to characterize, if the de-
creased nutrient absorption is due to specific effects on the intestinal transporter trafficking and to
explore whether inhibition of the phosphoinositol-3-kinase (PI-3-kinase) affects electrogenic jejunal
transport of glucose. At 6 wk old, jejunal mucosa was mounted in the Ussing chambers. The treat-
ments were control, DON (10 mg/L), wortmannin (as specific inhibitor of PI-3-kinase, 1 uM)), and
DON+wortmannin (Pre-treatment of the tissues with wortmannin for 15 min and then DON for
45 min). Within 1 h, DON decreased the short-circuit current (Isc) after glucose addition. A similar
decline in the Isc after glucose addition was observed following the pre-application of the PI3 kinase
inhibitor. The results indicate that DON decreased (P < 0.05) the glucose absorption in the absence of
wortmannin. However, it had no additional effect on the glucose absorption in the presence of wort-
mannin. Overall, the suppressing effect of DON on the electrogenic transport of glucose might be due
to inhibitory activity of the PI3 kinase pathway.

Introduction

The presence of mycotoxins in poultry feeds is a significant factor for financial losses to animal indus-
tries. Deoxynivalenol (DON) is the most common trichothecene mycotoxin detected globally in
feedstuffs. As a mycotoxin, DON causes losses in livestock production and poses a health problem to
livestock and humans consuming contaminated cereal products (Danicke et al., 2002).

All animal species tested have been shown to be susceptible to DON. However, the degree of suscep-
tibility varies according to the following rank order (from most to least susceptibility): pigs > mice >
rats > poultry = ruminants (Prelusky et al., 1994). The difference in sensitivity may be explained by
differences in absorption, distribution, metabolism, and elimination of DON (Pestka and Smolinski,
2005). The mode of toxic action of DON is the inhibition of protein synthesis, thus affecting rapidly
dividing cells, such as those of the gastrointestinal tract and immune system (Leeson et al., 1995).
This induces susceptibility to diseases (Bondy and Pestka, 2000). DON induces an acute and chronic
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alteration of the epithelial barrier function and nutrient transport in chickens (Awad et al., 2004,
2005a, b, 2007). It seems likely that the morphological changes in the intestine and the decreased
feed conversion are linked to an impaired absorption of nutrients (Awad et al., 2006).

The digestive tract is a target for the mycotoxin deoxynivalenol (DON). As the injury of the gastroin-
testinal tract is an important aspect of DON toxicity (Leeson et al., 1995), it is thus of great im-
portance to characterize the effect of this mycotoxin on nutrient absorption in animals.

The full effects of Fusarium mycotoxins are still not known and up to now the biological mode of ac-
tion of the inhibition of transport processes is not clear. It may be related to reduce protein synthesis
by binding to the 60S subunit of eukaryotic ribosomes and impairment of the function of the peptidyl
transferase (Feinberg and Mclaughlin, 1989), or to the decrease in nutrient and energy availability at
the cellular level. Therefore, the mode of action of Fusarium toxins in chickens need further research
for being better understood. Consequently the presented work can be viewed as providing a contribu-
tion for the understanding of the mode of action of DON in the gastrointestinal tract.

In our previous experiments, the obtained results clearly show that the electrogenic transport of glu-
cose and glutamine is reduced by DON. Therefore, the objectives of present study was to character-
ize, if the decreased nutrient absorption is due to specific effects on the intestinal transporter
trafficking and to explore whether inhibition of the PI3 kinase affects electrogenic jejunal transport of
glucose.

Materials and methods

Birds and feeding

Two different experiments were done. In both experiment, a total of 20 broiler chickens (males and
female) at 6 weeks of age (Cobb Germany Avimex GmbH) were used. The birds were housed on
wood shavings and were provided with their diets and water ad /ibitum during both experiments.

A basal diet will be formulated based on wheat, soybean meal, maize, rapeseed oil, and a premix with
vitamins, minerals, amino acids, salt, and Mono -calcium phosphate. Nutrient concentrations will be
formulated to meet or exceed minimum requirements for broilers according to the National Research
Council (1994) and Gesellschaft fiir Erndhrungsphysiologie (GfE, 1999).

Ussing chamber analysis

The electrophysiological measurements for D-glucose in the jejunum after pre-incubation of the tis-
sues with DON, and or wortmannin were performed in Ussing chambers as described before (Awad et
al., 2004).

Briefly, the birds were slaughtered at the age of 6 wk. Jejunum was removed within 3 min after
slaughter, and surrounding fat and serosa were carefully removed. Approximately 2-cm pieces from
middle jejunum were used for mounting in Ussing chambers having an opening area of 1 cm® The
tissues were first incubated in Ussing chambers under open-circuit conditions for 15 min and then
were short circuited by clamping them to 0 mV (for 15 min).

In the first experiment, the inhibitor of SGLT-1, phlorizin and the inhibitor for GLUT-2 (cytochalsin B)
(100 pmol/L, final concentration) was added to the mucosal side 2 min before mucosal glucose addi-
tion. Furthermore, DON or the inhibitor wortmannin was added to the mucosal side for 1 hr. In the
second experiment, the treatment groups were control, DON, wortmannin (as specific inhibitor of
phosphatidylinositol-3-kinase), and DON+ wortmannin (Pre-treatment of the tissues with wortmannin
for 15 min and then DON for 45 min).
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The tissues were then monitored for 1 hr to note any change in electrophysiological variables induced
by the addition of DON or wortmannin. Then, concentrated D-glucose solution was added to the api-
cal side of each chamber to achieve 10-mM final D-glucose concentration. All treatments were given
simultaneously on jejunal segments from the same bird.

Electrophysiological variables, including short-circuit current (Isc), tissue conductivity (Gt), and trans-
mural potential difference (DP), of the jejunal epithelium were noted throughout the experiment.

Data and statistical analysis

Statistical program SPSS (version 17; SPSS GmbH, SPSS Inc., Munich, Germany) was used for data
analysis. The Kolmogorov Smirnov test was used to test the normal distribution of the data. One way-
ANOVA was performed followed by Duncan’s test to find the significance between dietary treatments.
The probability values of 0.05 (p < 0.05) were considered significant.

Results

Addition of D-glucose to the luminal side of the isolated mucosa of the jejunum, in both experiment,
increased (P <0.05) the short circuit-current (Isc), reflecting a higher net flux of sodium from the
mucosal to the serosal side compared to basal conditions. The Isc was not increased in jejunum (Ta-
ble 1, 3) by the addition of glucose after pre-incubation of tissues with DON or wortmannin.

In the first experiment, the contribution of SGLT-1 and GLUT-2 to total glucose uptake was estimated
by inhibiting SGLT-1 with phlorizin and GLUT-2 with cytochlasin B. It was found that in the presence
of phlorizin, glucose transport was reduced as was indicated by the decreasing of Isc response after
glucose addition. However, in the presence of cytochalsin the glucose transport remained unaltered
(Table 1).

Deoxynivalenol decreased (P < 0.05) the glucose transport in the absence of phlorizin. However, it
had no additional effect on the glucose transport in the presence of phlorizin (Table 1).

In both experiment, the results indicate that DON decreased (P < 0.05) the glucose absorption in the
absence of wortmannin. However, it had no additional effect on the glucose absorption in the pres-
ence of wortmannin (Table 3). However, the tissue conductivity was not significantly affected by the
presence of DON or wortmannin.

Table 1: Short-circuit current (Isc) in isolated mucosa of broilers after D-glucose addition

Treatments/  Control DON  DON-Phlorizin  Phlorizin ~ Wortmannin  CytochlasinB P

parameters (n=18) (n=12) (n=10) (n=12) (n=15) (n=14)

Basal lsc (yAlem?) 344030 40037 50063 401026  414:040  50:0.56 0.134

lsc after glucose ~ 6.6°£048  3.47°+0.40 3.20°+0.49 28°+017  344°+044  7277#090  0.001

Within the same row, means with different letters are significantly different (ANOVA; Duncan s test, P < 0.05).
Results are reported as means = SEM, n= number of experiments (two replicates /bird).
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Table 2: Tissue conductivity (Gt) across the isolated mucosa of broilers after glucose addition

Treatments/ Control DON DON-Phlorizin  Phlorizin ~ Wortmannin CytochlasinB P
parameters (n=18) (n=12) (n=10) (n=12) (n=15) (n=14)

Bsal Gt(mSferd) 1474008 1342006 139£007  134£006 139011 1454045 0988

Gtafterglucose 1312003 1.22£0.50 1.11£006 1274006 1332008 1432015 040

(ANOVA; Duncan s test). Results are reported as means £ SEM, n= number of experiments (two replicates
/bird).

Table 3: The electrophysiological parameters in isolated jejunal mucosa of broilers after addition of
glucose

DON-

Treatment/ Control DON . Wortmannin
Wortmannin P
parameters (n=10) (n=10) (n =10) (n =10)
Basal Isc (uA/cm?) 3006 4808 3.8+0.5 3404 0.169

Isc after glucose addition  6.0°+ 0.8 3.9°+0.7 4.0°+0.6 41°+03  0.056
Basal Gt (mS/cm?) 2.0°+£0.2 2.0°+03 1.3°+0.1 1.2°+0.1  0.001

Gt after glucose 1.72+0.1 1.6°+0.2 1.2°+0.1 1.1°+ 0.1 0.001

3 means values with different superscripts within lines differ significantly

Discussion

The gastrointestinal mucosa serves as a dynamic barrier regulating uptake of nutrient and water,
while excluding potential pathogens and toxicants (Oswald, 2006). Following ingestion of contaminat-
ed food or feed, intestinal epithelial cells could be exposed to a high concentration of toxicants, poten-
tially affecting Intestinal functions (Bouhet and Oswald, 2005).

Na*-dependant glucose absorption was measured by the rise in short circuit-current (Isc) in Ussing
chambers after addition of glucose. This change in Isc reflects both the activity of Na™-K*-ATPase
pumping the sodium across the basolateral membrane and the resulting activity of SGLT-1 mediating
the coupled entry of glucose and sodium at the apical side. In our previous studies (Awad et al.,
2005b, 2007), it was shown that DON has negative effects on the active transport of some nutrients.
The mode of toxic action of DON is the inhibition of protein synthesis, but the impaired protein syn-
thesis could be relevant in chronic exposure, while decreased nutrient availability at the cellular level

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 291



Awad et al.: Acute deoxynivalenol exposure modulates the intestinal transporter trafficking in broiler chickens

or the hypothetical effects on transporters trafficking might be of biological significance for the acute
reaction of the gut epithelium. Therefore, our objective was to get more insight into the possible
mechanism for the effect of DON on glucose transport in the presence or absence of wortmannin (as
specific inhibitor of phosphatidylinositol-3-kinase, PI-3-kinase).

In the first experiment, the transport of glucose was strongly inhibited by phlorizin. For the DON-
treated tissues, SGLT-1 activity was similar to phlorizin. In this experiment we have used a higher
glucose concentration to promote rapid insertion of GLUT-2 into the apical membrane. Regulation of
the GLUT2-facilitated component of absorption involves a protein kinase C (PKC) -dependent pathway,
which is activated by glucose transport through the Na*-glucose SGLT-1 (Affleck et al., 2003; Kellet
and Helliwell, 2000). Inhibition of SGLT-1 with phlorizin diminishes the level of GLUT-2 at the brush-
border membrane and so inhibits the facilitated as well as the active component. SGLT-1 therefore
exerts an important control function in addition to its established functions as scavenger and trans-
porter (Kellett, 2001). Regulation also involves phosphatidylinositol (PI) 3-kinase, extracellular signal-
regulated kinase (ERK) and p38 signalling pathways (Helliwell et al., 2003).

The results from the present studies clearly showed that the electrogenic transport of glucose was
reduced by DON, indicating that the selective effects of DON on intestinal transporters were mimicked
by phlorizin and wortmannin. The present observations suggest that the rapid effect for acute DON
exposure on the electrogenic transport of glucose can be explained by the negative effects of DON on
PI 3 kinase. Those studies suggest some explanations of how the Fusarium mycotoxin DON impairs
absorptive functions in chickens, suggesting that the various effects of DON on nutrient transport is
due to the ability of the tricothecene to inhibit protein synthesis (Rotter et al., 1996).

In conclusion, all these data suggest that the various acute effects of DON on nutrient absorption can
be mainly due to the ability of deoxynivalenol to interfere with PI 3 kinase pathway, which is required
to maintain intestinal transport function. Furthermore, the similarity between the effects of phlorizin
and DON on glucose transport indicated the ability of DON to reduce the Na*-D-glucose cotransport
and subsequently decreased nutrient and energy availability at the cellular level.

References

Affleck, J. A., P. A. Helliwell, G. L. Kellett. 2003. Immunocytochemical detection of GLUT2 at the rat intestinal brush-border
membrane. J. Histochem. Cytochem. 51: 1567-1574.

Awad, W. A., J. Bbhm, E. Razzazi-Fazeli, H. W. Hulan, and J. Zentek. 2004. Effects of deoxynivalenol on general performance
and electrophysiological properties of intestinal mucosa of broiler chickens. Poult. Sci. 83:1964-1972.

Awad, W. A., J. Bohm, E. Razzazi-Fazeli, K. Ghareeb, and J. Zentek. 2006. Effect of addition of a probiotic microorganism to
broiler diets contaminated with deoxynivalenol on performance and histological alterations of intestinal villi of broiler chickens.
Poult. Sci. 85:974-979.

Awad, W. A., H. Rehman, J. Bohm, E. Razzazi-Fazeli and J. Zentek, 2005b. Effects of luminal deoxynivalenol and L-proline on
electrophysiological parameters in the jejunums of laying hens. Poult. Sci., 84:928-932.

Awad, W. A., J. Bohm, E. Razzazi-Fazeli and J. Zentek, 2005a. In vitro effects of deoxynivalenol on electrical properties of
intestinal mucosa of laying hens. Poult. Sci., 84: 921-927.

Awad, W. A., J.R. Aschenbach, F. M. C. S. Setyabudi, E. Razzazi-Fazeli, J. Béhm and J. Zentek, 2007. In vitro effects of
deoxynivalenol on small intestinal Dglucose uptake and absorption of deoxynivalenol across the isolated jejunal epithelium of
laying hens. Poult. Sci., 86: 15-20.

Bondy, G. S., Pestka, J. J. 2000. Immunomodulation by fungal toxins. J. Toxicol. Environ. Health B. Crit. Rev. 3, 109-143.

Bouhet, S. and I. P. Oswald. 2005. The effects of mycotoxins, fungal food contaminants, on the intestinal epithelial cell-derived
innate immune response. Vet. Immunol. Immunopathol. 108: 199-209.

Danicke, S., K. H. Ueberschar, I. Halle, S. Matthes, H. Valenta, and G. Flachowsky. 2002. Effect of addition of a detoxifying
agent to laying hen diets containing uncontaminated or Fusarium toxin-contaminated maize on performance of hens and on
carryover of zearalenone. Poult. Sci. 81:1671-1680.

Seite 292 12. BOKU-Symposium Tierernahrung 2013



Awad et al.: Acute deoxynivalenol exposure modulates the intestinal transporter trafficking in broiler chickens

Feinberg, B., C. S. Mclaughlin. 1989. Biochemical mechanism of action of trichothecene mycotoxins. In: Trichothecene
mycotoxicosis: pathophysiologic effects. Beasley V. R. (ed). CRC Press, Boca Raton, Florida, Volume I. pp. 27-35.

Gesellschaft fir Erndhrungsphysiologie (Gfe). 1999. Empfehlungen zur Energie- und Nahrstoffversorgung von Legehennen u.
Masthiihnern (Broiler). DLG Verlag, Frankfurt.

Helliwell, P. A., M. G. Rumsby, G. L. Kellett. 2003. Intestinal sugar absorption is regulated by phosphorylation and turnoverof
protein kinase C betall mediated by phyosphatidylinositol 3-kinase and mammalian target of rapamycin-dependent pathways. J.
Biol. Chem. 278: 28644-28650.

Kellet, G. L. 2001. The facilitated component of intestinal glucose absorption. J. Physiol. 531: 585-595.

Kellet, G. L., P. A. Helliwell. 2000. The diffusive component of intestinal glucose absorption is mediated by the glucose-induced
recruitment of GLUT2 to the brush-border membrane. Biochem. J. 350: 155.

Leeson, S., G. Diaz J. D. Summers. 1995. Poultry metabolic disorders and mycotoxins. University Books. Guelph, Canada.
National Research Council. 1994. Nutrient Requirements of Poultry, 8th ed. Washington, DC: National Academy Press.
Oswald, I. P. 2006. Role of intestinal epithelial cells in the innate immune defence of the pig intestine. Vet Res 37: 359-368.

Pestka, J. J., Smolinski, A. T. 2005. Deoxynivalenol: Toxicology and potential effects on humans. J. Toxicol. Environ. Health B-
Crit. Rev. 8, 39-69.

Prelusky, D. B., Gerdes, R. G., Underhill, K. L., Rotter, B. A., Jui, P. Y., Trenholm, H. L. 1994. Effects of low level dietary
deoxynivalenol on the hematological and clinical parameters of the pig. Nat. Toxins 2, 97-104.

Rotter, B. A. 1996. Invited Review: Toxicology Of Deoxynivalenol (Vomitoxin). J. Toxicol. Environ. Health A 48:1-34.

Corresponding author

Dr. Wageha Awad, PhD

University of Veterinary Medicine Vienna (Vetmeduni)
Department for Farm Animals and Veterinary Public Health
Clinic for Avian, Reptile and Fish Medicine

Veterinarplatz 1; A-1210 Vienna

E-mail: wageha.awad@vetmeduni.ac.at

12. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2013 Seite 293



IPUS Mig_ulatore_n fbrde.rn eine IPUS

nachhaltige Kreislaufwirtschaft

Migulatoren sind mineralische Bioregulatoren, Fhrend in Migulator Technologie
welche die Wirksamkeit vieler Mafinahmen
entlang der gesamten Kreislaufwirtschaft -

Boden & Pflanze, Nutztier, Stallhygiene,
Gille - steigern. IPUSagro - Nutztier

In Zusammenarbeit mit Forschungs-
einrichtungen wie der BOKU. Wi
u tersucht IPUS d| »Wﬂ?uﬂm Neise
der Mig <

Amw%. ,

|PUSagro A MIGULATOREN fir eine wwkungsvolle

Verdauung und mehr Vitalitat.
Boden & Pflanze

IPUSagro - Stallhygiene
L TR~

8 MIGULATOREN fir eine wwkungsvolle -
Nahrstoffnutzung zur Boden- und -
Pflanzenverbesserung.

: | |PUSagr0 = e .| MIGULATOREN fiir eine wirkungsvolle
‘ utztierhygiene und ein verbessertes

Giille & Kompostierung &= o Stallkiima,

1 MIGULATOREN fur die wirkungsvolle
mikrobielle Gilleverarbeitung und

' I -veredelung sowie zur Kompostierung. f'.
L1t R R :-‘,-r[ kS ey
Lh,_-_ 1R KL b gl ,i/
IPUSagro Produktgruppen entlang des landW|rtschaftl|chen Krelslaufé ,-‘: dX Pl AN
~ & - LTS,
. IPUSagro B 100 Bodenverbesserer | IPUSagro H 800'Stallem5treu N AV |
B |PUSagro Quattro P 400 .\ IPUSagro M 220 Euterpaste
Mineralischer Blattdiinger B |PUSagro L 900 Giilleveredelung

B |PUSagro F Futtermittelzusatz

gel:stet

lnFo gen

fur Blobetrlebe geelgnet

IPUS Mineral- und Umwelttechnologie GmbH, 03614/3133, www.ipusagro.at



Ghareeb et al.: Effects of deoxynivalenol and a microbial feed additive on performance traits and pH of the
gastrointestinal tract of broiler chickens

Effects of deoxynivalenol and a microbial feed additive on per-
formance traits and pH of the gastrointestinal tract of broiler
chickens

Khaled Ghareeb'3, Wageha A. Awad*? and Josef Bohm'

! Institute of Animal Nutrition and Functional plant compounds, Department for Farm
Animals and Veterinary Public Health, University of Veterinary Medicine, Vienna, AT

2 Clinic for Avian, Reptile and Fish Medicine, Department for Farm Animals and Veter-
inary Public Health, University of Veterinary Medicine, Vienna, AT

3 Faculty of Veterinary Medicine, South Valley University Qena, EG

Abstract

Deoxynivalenol (DON) is a significant contaminant of chicken feed world wide. It was shown that DON
affected the intestinal digestive and absorptive functions in poultry. In the present study, the pH of
digesta at different parts of gastrointestinal tract of broilers fed deoxynivalenol and a microbial feed
additive was investigated. A total of 40 broiler chicks were weighed and randomly divided to 4 groups
(10 birds/group); 1) control group, birds were fed a control basal diet, 2) DON group, birds were fed
basal diet contaminated with 10 mg DON/kg diet, 3) DON+Mycofix group, birds were fed basal diet
contaminated with 10 mg DON/kg diet and supplemented with Mycofix Select (2.5 kg/tonne of diet,
Biomin GmbH, Herzogenburg, Austria), 4) Mycofix group, birds were fed basal diet supplemented with
Mycofix Select (2.5 kg/tonne of diet). The results indicated that DON feeding slightly decreased the
birds’ body weight at 2, 3, 4 and 5 weeks of age. Body weight gain was also significantly decreased at
week 5 for DON group. Feed intake was slightly decreased by DON feeding at week 3 and week 4.
Addition of Mycofix Select to broiler diet resulted in an increased birds’ body weight at 2, 3 and
4 weeks of age. Our results show that feeding DON did not alter the pH along the whole gut. Howev-
er, Mycofix Select decreased the pH in all parts of gut with the exception of caecum where the pH was
increased indicating a change in the microbiome and resorption activation. In conclusion, DON de-
creased the body weight gain of broilers at marketing age as results of its chronic effects along the
5 weeks of dietary exposure. Mycofix Select as a microbial feed additive was beneficial for reducing
the effects of DON on performance and changed the pH of whole gut, suggesting a significant change
in the microbial ecology of intestines.

Introduction

Deoxynivalenol (DON) is produced by strains of Fusarium graminearum and F. Culmorum and it is one
of the most common contaminants of wheat, maize, and barley (Rotter et al. 1996). It is a very stable
compound that does not degrade at high temperatures (Scott, 1991). Environmental conditions that
favour DON production in the field are low temperature and high humidity.

Literatures on the effect of DON on performance of broilers are variable. It was, therefore, not possi-
ble to find the dose—response relationship between depression of growth in relation to dietary DON
concentrations for broilers in a similar way as for pigs. Many studies indicated that concentrations of
dietary DON below 15 mg/kg had no adverse effect on body-weight gain, feed consumption or
feed:gain of broilers (Bergsjg and Kaldhusdal, 1994, Kubena et al. 1997). Other studies showed that a
reduction in body weight, feed intake and body weight gain of broilers fed diets artificially contami-
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nated with 10 mg DON/kg diets (Ghareeb et al. 2012, Awad et al. 2012) with a contribution of low
protein content of feed.

The gastrointestinal tract (GIT) is considered as important barrier against toxins and contaminants
(Bouhet et al., 2004) and it has physical, chemical, immunological and microbiological characteristics.
It was shown that the intestinal functions are significantly affected by DON and a microbial feed addi-
tive in chickens (Awad et al., 2004). However, the authors did not estimate the pH of the gastrointes-
tinal tract.

Therefore, the present experiment was carried out to investigate the possible effects of chronic DON
oral exposure in broilers on growth performance and pH of the gastrointestinal tract.

Materials and methods

Birds and diets

A control group were fed with DON lower than detection level (ppb level) feed ad libitum and no
Mycofix Select (MS), the second got a diet with 10 ppm DON in the compounded feed (artificially
contaminated wheat), the third got a diet with 10 ppm DON plus 2.5 kg MS/ tonne diet, and the
fourth group got Mycofix Select (MS) in a control feed (2.5 kg/ton) without DON. The birds were fed
from one day old until slaughtering weight (5 wk) for investigating the chronic effects of DON and
possible counteracting effects of MS.

Growth performance parameters

Body weight, body weight gain, feed consumption, and feed conversion were measured weekly.

Gastrointestinal pH

The digesta was collected from the gizzard, start of jejunum, duodenum, caecum and ileum. Then the
digesta samples were diluted with distilled water (1:10) and pH was determined with an electronic pH
meter (Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA, USA).

Data and statistical analysis

Statistical program SPSS (version 17; SPSS GmbH, SPSS Inc., Munich, Germany) was used for data
analysis. The Kolmogorov Smirnov test was used to test the normal distribution of the data. One way-
ANOVA was performed followed by Duncan’s test to find the significance between dietary treatments.
The probability values of 0.05 (p < 0.05) were considered significant.

Results and discussion

Performance traits did not show any significant differences between dietary groups at the first week of
feeding trial (Table 1). However, at 2, 3 and 4 wk, supplementation of diet with Mycofix resulted in
higher body weight (BW) compared with birds fed basal diet contaminated with DON. As well as body
weight gain (BWG) was significantly higher for Mycofix group at wk 3 and 4 compared with birds fed
diet contaminated with DON. Moreover, DON decreased the body weight, BW gain at 2, 3 4, and 5 wk
as well as the daily gain was decreased but the differences did not reach to significance. Feed intake
was numerically decreased at 4 and 5 wk. Similarly, a reduction in body weight, feed intake and body
weight gain of broilers fed diets artificially contaminated with 10 mg DON/kg diets was observed in
other recent studies (Ghareeb et al. 2012, Awad et al. 2012) with a contribution of low protein content
of feed. This could indicate that DON itself resulted in an adverse effect on performance. Furthermore,
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feed conversion rate in DON group was increased with increasing the age of birds. In contrast, feed
conversion rate was decreased for MS group with increasing the age however, at wk 5, there was no
difference.

DON did not alter the pH along the whole gut (Table 2). However, MS decreased the pH of in all parts
of gut with the exception of caecum where the pH was increased. The pH values along the small and
large intestine are significant and varied after MS addition. A change in the microbiome and resorption
activation is indicated. In conclusion, the results suggested that DON had no effect on bacterial fer-
mentation but rather describes a highly adaptable steady-state system as a consequence of interac-
tions of host, bacteria and diet.

Table 1: Effects of DON and a microbial feed additive on broiler performance

Performance traits Control group DON group DON + Mycofix Mycofix group
WK 1:

Body weight (g) 17944 17146 184+8 181+7
Body weight gain (g) 136+4 128+6 141+7 13947
Feed intake (g/bird) 182 187 171 192
Feed conversion rate 1.3 1.5 1.3 1.4
WK 2:

Body weight (g) 445114 409°+19 434°°+18 462°+12
Body weight gain (g) 265%+15 238°+14 250 ®+14 2812+11
Feed intake (g/bird) 423 431 414 430
Feed conversion rate 1.6 1.8 1.6 1.5
WK 3:

Body weight (g) 810°°+49 746°+53 840°°+50 925%+27
Body weight gain (g) 365%°+45 336°+44 406°°+£39 464°+21
Feed intake (g/bird) 601 701 666 633
Feed conversion rate 1.6 2.1 1.6 1.4
WK 4:

Body weight (g) 1330%+75 1302°+56 14567+47 14723434
Body weight gain (g) 521°+32 557°+42 616°+37 547%°+13
Feed intake (g/bird) 839 676 813 819
Feed conversion rate 1.6 2.1 1.3 1.5
WK 5:

Body weight (g) 1851+109 1748468 1798458 1820+67
Body weight gain (g) 521%+45 446°+36 342°+35 348°+33
Feed intake (g/bird) 792 781 676 671
Feed conversion rate 1.5 1.8 1.9 1.9

ab Means within the same row with different superscripts are significantly different (ANOVA followed by Duncan
test; n = 10/treatment)

Table 2: The pH in different segments of the gastrointestinal tract (GIT) of broiler chickens

_Segment Control group DON group DON +Mycofix Mycofix group
Gizzard 4.04° £0.17 4.08° +£0.16 3.55° +0.11 3.96° +£0.14
Start of jejunum 6.42+0.10 6.39+0.09 6.21+0.05 6.32+0.20
End of jejunum 8.54°+0.05 8.32%°+0.15 7.96°+0.09 8.11%+0.20
Tleum 8.62°+0.12 8.612+0.08 8.26°+0.08 7.95°+0.40
Caecum 6.73%°+0.32 6.54°+0.34 7.09°+0.25 7.23°+0.13
Colon 7.84°+0.27 7.39°+0.48 6.51°+0.45 7.11°+0.53

ab Means within the same row with different superscripts are significantly different (ANOVA followed by Duncan
test; n = 10/treatment)
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Introduction

The experiment was the testing of the impact of deoxynivalenol (DON) in combination with zeara-
lenone (ZEA) fungal diseases of wheat and additives of vitamins, commercial adsorbent — glucoman-
nan from the rest of the yeast cell, activated charcoal or algae Chlorella vulgaris increases in feed and
feed conversion.

In our experiment were 56 male rats Wistar: Han — SPF quality (BioTest Konarovice (CZ)), who were
divided into 7 groups. It was created control feed mixture (KS 1), which contained a concentration of
214DON ug/kg and 27 ZEA ug/kg. It was created 6 feed mixtures with a high content of DON
831 ug/kg and ZEA 460 ug/kg (KS 2 - KS 7) these compounds were containing vitamin premix, and
adding the adsorbent — glucomanna at a dose of 3g/kg, Charcoal at a dose of 3g/kg and Chlorella
vulgaris at a dose of 3g/kg. The experimental period lasted 35 days, during which time the animals
were fed daily ad libitum and 1 weekly weighted. After the experiment data were processed in Statis-
tica 10.0 and MS Excel.

It was found that the inclusion of mycotoxin-contaminated wheat to feed mixture (KS - 2,3,4,5,7)
significantly decreased (P <0.05) weight gain compared with the control group (KS 1: 205.14 g p) and
that charcoal in combination with higher levels of vitamin premix (KS 6: 179.69 g u) can reduce harm-
ful effects on additions limit.

Materials and methods

The experiment was performed in an experimental device of the Institute of Animal Nutrition and For-
age AF Mendel in Brno (in accordance with the Law on the protection of animals against cruelty No.
246/1992 Coll.)

In the laboratory were monitored climatic conditions, which are limited primarily temperature, which
was measured "data logger with 3120" and was maintained between 23 °© C + 1 © C. Furthermore, the
same device was monitored and constant humidity maintained at 60% of the surface conditioning
agent. Photoperiod was controlled artificially according to the scheme 12h day and 12h night to a
maximum intensity of 200 Ix and chemical conditions was observed in the stable CO2 content of air -
max 0.25% max 0.0025% NH3.

As an experimental model for this experiment were used growing male rats outbred version of
Wistar:Han from accredited device BioTest Konarovice (CZ). Animals were included in the experiment
at the age of 28 days and the groups were put together with the standard requiring a maximum dif-
ference in weight between the experimental groups 5g. Experimental observation was divided into five
weeks. Rats were bred for 7 groups in plastic cages. for clear observation of the individual color-
coded. Each group included eight males.
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Total was created seven feed mills. The composition of each mixture in Table 1. In the individual mix-
ture KS 2 - KS 7 was added additives namely a higher dose of vitamin premix, commercial adsorbent -
containing glucomannans from cell walls of yeast, charcoal and chlorella in the batch table. 2. KS 1 -
served as a control and contain a low dose of mycotoxins, the other contained a mixture of mycotox-
ins from naturally mold wheat, which were established by an accredited laboratory (SEVARON Brno)
to content Deoxynivaleon (DON) 2312 mg / kg, zearalenone (ZEA) 1936 mg / kg T-2 toxin, 0 mg / kg
and aflatoxin 0 mg / kg. Mycotoxins were determined by ELISA. From these contaminated wheat were
mixed mixtures and were laboratory tasted on content of mycotoxins Table 3.

Table 1: Diet composition

Feeding group KS 1 KS 2 KS 3 KS 4 KS 5 KS 6 KS 7
Chlorella
Control Glucomann | vit. premix | charcoal chlorella C_harcoal N +vit. pre-
Ingredient (%) group vit. premix mix
Wheat 60,00
Wheat mycotoxin 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Corn 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00
Soyabeen meal 47,5 % | 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Starch 10,84 10,84 10,64 10,837 10,837 10,637 10,637
Lysin 78% 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46
MPK macro 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Vitamins 0,20 0,20 0,40 0,20 0,20 0,40 0,40
Adsorbents 0,003 0,003 0,003 0,003
Sunflower oil 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
sum 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Table 2: Amount of added additives
Feeding
group KS 1 KS 2 KS 3 KS 4 KS 5 KS 6 KS 7
. Chlorella
Ingredient Control Glucomann | vit. premix charcoal chlorella Charcoal .+ vit. +vit.
group premix :
premix
Vitamin.
premix 0 0 1x 0 0 1x 1x
Glucomannan 0 3g/kg 0 0 0 0 0
Charcoal 0 0 0 3g/kg 0 3g/kg 0
Chlorella 0 0 0 0 3g/kg 0 3g/kg

Table 3: Mycotoxin content in individual mixtures

Deoxynivalenol Zearalenon
KS 1 Ma/kg 214 27
KS 2 Ha/kg 831 460
KS 3 Ha/kg 831 460
KS 4 Hag/kg 831 460
KS 5 Ha/kg 831 460
KS 6 Mg/kg 831 460
KS 7 ug/kg 831 460
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After mixing of feed mixtures, individuals were divided into groups and during the first week received
the control mixture to verify uniform growth. From the second week they were already given experi-
mental mixture ad libitum. In the course of the experiment were individually monitored following indi-
cators: net income and feed conversion, weight gain, health status of the animals. The animals were
keeping and feeding daily and weighed every week.

The experiment was terminated after 5 weeks of observation. Termination went last weighing, then
suspend using soporific (chloroform) to exit.

Results and discussion

Goal was to find out the effect of feeding mycotoxin-contaminated grains for health, growth, and
functional characteristics of rats. We have proved that feeding mycotoxin contaminated grains can
significantly affect weight gain. The following list is compiled charts for better clarity we conducted an
experiment.

The groups were fed a daily dose ad libitum feed. The best feed conversion group achieved KS 7
namely 3.89 g feed g gain followed a group of KS 1 3, 91 g feed g gain. Hardest hit group KS 2 name-
ly 4.41 g feed g gain and group KS 4 namely 4.23 g feed g gain Figure 1.

Feed conversion

5,00

4,50 ’ 4)41 4;£j 4,26

¢ 113

4,00
' ¢ 391 ¢ 3,89 ¥ 389

w0 3,50

3,00

2,50

2,00

KS1 KS2 KS3 KS 4 KS5 KS6 KS7

Figure 1: Feed conversion

As for the results of laboratory rats, weight gains, so we were able to verify that the KS 1 (control)
was statistically significant (P <0.05) higher than group mycotoxin contaminated. Groups except KS 6,
which is statistically inconclusive. This fact may indicate that the content of added substances in sc 6
had an impact on the overall growth groups Figure 2.
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Figure 2: Weight gain

Conclusion

Verify the effect of low levels of naturally generated mycotoxins is a prerequisite for the establishment
of high-quality and full rations, which we are able to provide good health of animals and consequently
the production of safe food. Another reason, and not completely negligible, it is possible to reduce the
cost of on-farm in the event that the low levels of mycotoxins negatively effect.

The aim of this study was to determine the influence of feeding mycotoxin-contaminated grains for
health, growth and commercial properties in rats. We found from the results that high levels of myco-
toxins significantly affects additions compared to the control group (reduction in growth of 48.32 g on
the individual versus the control KS KS 1 and 6) and that the use of adsorbent in our case charcoal
(KS 6) may have a positive effect when feeding mycotoxin contaminated feed on the amount of
growth. Commercial product did not show such a positive result as we expected.
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Einleitung

Fumonisine sind Mykotoxine, die hauptsachlich von den Pilzstammen Fusarium verticillioides und
F. proliferatum produziert werden (SCF, 2000). Sie weisen u.a. kanzerogene, hepato-, neuro- und
nephrotoxische, sowie immunsuppressive Effekte auf (Voss et al., 2007). Daher stellt das weltweite
Vorkommen von Fumonisinen in Nahrungs- und Futtermitteln eine Beeintréchtigung der Gesundheit
von Mensch und Tier dar (SCF, 2000).

Fumonisin B; (FB;; Abbildung 1a) ist das am haufigsten vorkommende Fumonisin (Rheeder et al.,
2002). Metabolite von FB; entstehen unter anderem bei der Verarbeitung von Nahrungsmitteln oder
Futtermitteln. Diese unterscheiden sich in ihrer chemischen Struktur von FB; durch die Anzahl und Art
ihrer funktionellen Gruppen. Als Derivate von FB; konnten bislang z.B. hydrolysiertes Fumonisin B;
(HFB;; Abbildung 1b), partiell hydrolysiertes Fumonisin (pHFB;) oder N-(1-deoxy-D-fructos-1-yl)-FB;
bestimmt werden (Humpf und Voss, 2004; Heinl et al., 2010).
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Abbildung 1: Chemische Strukturen von Fumonisin B; (FB;; a) und hydrolysiertem Fumonisin B;
(HFB;4, b)

Die Toxizitat der Fumonisine basiert auf einer Stérung des Sphingolipid-Stoffwechsels durch Inhibie-
rung des Enzyms Ceramid-Synthase. Dies fiihrt zu einer intrazellularen Akkumulierung der Sphingoid-
Basen Sphinganin (Sa)- und Sphingosin (So0), die zytotoxische Wirkung besitzen (Voss et al., 2007).
Dieser toxikodynamische Mechanismus wird herangezogen, um eine Exposition gegeniliber Fumonisin-
en festzustellen. Das Verhdltnis der Sphinganin- zu Sphingosinkonzentration (Sa/So-Verhdltnis) bzw.
derer Phosphate in Geweben, Urin oder Blut wird in Tierstudien erfolgreich als Biomarker flir eine
Fumonisin-Exposition angewendet (Garren et al., 2001; Solfrizzo et al., 2001; Cai et al., 2007).
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Obgleich fiir FB; durch eine Vielzahl an Forschungsarbeiten dokumentiert, konnten fiir Fumonisin-
Metabolite bislang unzureichende Daten beziiglich ihrer Toxizitat und Bioverfiigbarkeit erhoben wer-
den. Howard et al. (2002) erfassten in einem Mausmodell die Toxizitdt einiger Fumonisin-Derivate
anhand deren hepatotoxischen Eigenschaften. Voss et al. (1998) konnten in Ratten anhand der Analy-
se von Nierenproben Daten erheben, die flir eine geringere nephrotoxische Wirkung von HFB; im Ver-
gleich zu FB, sprechen.

Es liegen in der Literatur bislang jedoch keine Ergebnisse vor, welche die Toxizitdt von FB;-
Metaboliten anhand des Sa/So-Verhaltnisses im Urin erheben. Diese Probenmatrix bietet den Vorteil
einer nicht invasiven Probenahme. Darliber hinaus gewinnt Urin zunehmend an Bedeutung flir den
Nachweis verschiedener Mykotoxin-Biomarker (Turner et al., 2012; Song et al., 2013). Das langdfristige
Ziel unserer Forschungsarbeiten ist es daher, die Toxizitdt von Fumonisin-Metaboliten anhand des
Sa/So-Verhaltnisses im Urin von Tieren zu evaluieren.

In einem ersten Versuch soll die Toxizitat des Fumonisin-Metaboliten HFB; in Ratten anhand des
Sa/So-Verhaltnisses in unterschiedlichen biologischen Probenmatrices bestimmt und mit jener von FB;
in Beziehung gesetzt werden. Gleichsam sollte mit diesem Versuch ein Tiermodell entwickelt werden,
das in Zukunft die Evaluierung der Toxizitat weiterer Fumonisin-Derivate ermdglicht.

Material und Methoden

Herstellung von FB; und HFB,

FB; wurde aus verschimmeltem Mais isoliert. Dazu wurde ein Fusarium verticillioides Stamm auf Mais-
grieB inokuliert und das Toxin nach 4 Wochen extrahiert (Blum, 2011). Der Rohextrakt wurde mittels
Ionenaustausch, Kieselgel-, und Umkehrphasenchromatographie weiter aufgereinigt. HFB; wurde
durch vollsténdigen Umsatz von FB; mit dem Enzym FumD, einer Carboxylesterase, hergestellt und
mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Schoner et al., 2011).

Herstellung der Versuchsdiiten

Mehlférmiges Standardfutter fiir Ratten (Ssniff R/M-H®) wurde mit Wasser, das die entsprechenden
Konzentrationen an FB; oder HFB; enthielt, im Verhaltnis 1,25:1 versetzt und homogenisiert. Nach
Zerteilung der Futtermasse in ca. 3x1 cm groBe Stlicke wurden selbige fiir 2 Tage bei 40 °C getrock-
net. Das Futter fiir die Tiere der Kontrollgruppe wurde auf dieselbe Weise, jedoch ohne Zugabe von
Fumonisinen, hergestellt.

Die Endkonzentrationen an FB; und HFB,; sowie deren homogene Verteilung wurden vor Verabrei-
chung des Futters durch LC-MS/MS-Messungen Uberpriift. Die speziesgerechte Nahrstoffzusammen-
setzung und der adaquate Trockensubstanzgehalt wurden durch eine Weender Futtermittelanalyse
bestatigt. Die Versuchsdidten wurden bis zur Verfiitterung bei 4 °C gelagert.

Studiendesign

Zur Anwendung kam ein randomisiertes Blockdesign. 20 madnnliche Sprague Dawley Ratten wurden
anhand ihres Gewichtes einer der folgenden 5 Gruppen (n=4) zugeteilt: Negativkontrolle, FB; niedrig
(13,9 pmol FBy/kg Futter), FB; hoch (69,3 pmol FB;/kg), HFB; niedrig (13,9 ymol HFB;/kg) und
HFB; hoch (69,3 umol HFB,/kg). Die Tiere erhielten Gber einen Zeitraum von 4 Wochen die Versuchs-
diaten und Wasser ad /ibitum. An den Versuchstagen 7, 14, 21 und 28 wurden die Tiere einzeln in
Stoffwechselkafigen gehalten, um Urin und Kot zu sammeln. An diesen Tagen wurde den Tieren das
Futter entzogen, um eine Kontamination der Exkrete mit Fumonisin-haltigem Futter zu vermeiden. Am
Tag 28 wurden die Tiere anasthesiert, euthanasiert und Serum- und Gewebeproben (Niere, Leber,
Lunge) entnommen.
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Aufarbeitung und Analyse der Proben

Urinproben: Aliquote der Urinproben wurden zentrifugiert und die prazipitierten Zellen anschlieBend in
drei Schritten mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, zur Trockene ab-
gedampft, in Methanol/Wasser (20/80, v/v) aufgenommen und in HPLC Vials Uberfiihrt.

Organ- und Serumproben: Die Gewebeproben wurden in Phosphatpuffer aufgeschldmmt und mit ei-
nem Ultra-Turrax homogenisiert. Zur Proteinfallung wurden Aliquote der Gewebehomogenisate und
Serumproben mit Methanol/Acetonitril (50/50, v/v) versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. Anschlie-
Bend wurden die Pellets mit Methanol/Wasser (80/20, v/v) extrahiert. Die vereinigten Uberstdnde
wurden zur Trockene abgedampft, in Methanol/Wasser (20/80, v/v) aufgenommen und in HPLC Vials
transferiert.

Analyse der Proben: Die Konzentration der Sphingoid-Basen in den Proben wurde mittels LC-MS/MS,
bestehend aus einer HPLC (1100 Serie, Agilent Technologies) und einem 4000 QTrap Massenspektro-
meter (AB Sciex), bestimmt. Die Analyten wurden auf einer C;3 Gemini Saule (Phenomenex) aufge-
trennt. Die anschlieBende Detektion erfolgte nach positiver Elektrospray-Ionisierung im Selective
Reaction Monitoring Mode.

Auswertung der Daten und statistische Analyse

Die Messdaten wurden mit Analyst® Version 1.5.2 (AB Sciex) ausgewertet. Die Proben wurden anhand
externer Standards quantifiziert. Die statistische Auswertung der Sa/So-Verhdltnisse und der Ge-
wichtsdaten erfolgte mittels univarianter Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni Post-Hoc-Test (SPSS
Statistics® 19, IBM).

Ergebnisse

Klinische Erscheinungen

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg konnten keine klinischen Symptome bei den Tieren beobach-
tet werden. Die Gewichtszunahmen waren dem Stamm und dem Alter der Tiere entsprechend, wobei
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festgestellt wurden.

Sa/So-Verhiltnis in den Urinproben

Die am Tag 28 durchschnittlich in den Urinproben erhobenen Sphinganin- und Sphingosinkonzentrati-
onen, sowie das aus diesen Werten errechnete Sa/So-Verhaltnis, sind in Tabelle 1 fiir die jeweiligen
Versuchsgruppen angefiihrt. Jene Tiere, die FB;-kontaminiertes Futter erhielten, wiesen ein deutlich
erhéhtes Sa/So-Verhaltnis auf. Im Vergleich zur Negativkontrolle und beiden HFB;-Versuchsgruppen
konnten diesbeziiglich signifikante Unterschiede (p < 0,01) festgestellt werden. Unabhéngig von der
Dosierung flihrte die Verabreichung von HFB; zu keiner relevanten Erhdhung des Sa/So-Verhaltnisses
im Urin.

Sa/So-Verhiltnis in den Organ-und Serumproben

Die flr Niere, Lunge und Leber ermittelten Sa/So-Verhaltnisse sind in Abbildung 2 dargestellt. Die
erhdhten Sa/So Verhdltnisse der Urinproben spiegeln sich in den Resultaten der Nierenproben wider.
Hierbei erwiesen sich wiederum die Unterschiede zwischen beiden FB;- und HFB;-Gruppen, sowie
zwischen den FB;-Gruppen und der Negativkontrolle als statistisch signifikant (p < 0.01). Hingegen
konnte fiir keine der Treatmentgruppen eine Erhéhung des Sa/So-Verhaltnisses in Lunge, Leber (Ab-
bildung 2) oder Serum (Daten nicht gezeigt) festgestellt werden.
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Tabelle 1: Sphinganin- und Sphingosinkonzentration (Mittelwert + natirliche Standardabweichung)
im Urin (d28) der verschiedenen Treatmentgruppen (n=4), sowie deren Verhaltnis zueinander (Sa/So-
Verhdltnis). Sa/So-Verhadltnisse, die mit demselben Buchstaben gekennzeichnet sind, weisen keine
statistische signifikanten Unterschiede auf (p < 0,01; Bonferroni-Test)

Gruppe Sphinganin (Sa) + SD Sphingosin (So) + SD Sa/So-Verhiltnis
(ng/mL) (ng/mL) + SD
Kontrolle 1,50 + 1,03 31,87 £ 9,85 0,03 + 0,03
FB, niedrig 533,7 £ 259,7 146,1 + 39,31 3,55 + 0,84°
FB; hoch 1664 + 347,9 234,4 + 50,48 7,14 £ 1,06°
HFB, niedrig 6,64 + 5,31 40,17 + 15,56 0,14 + 0,10¢
HFB; hoch 4,86 + 3,41 98,96 + 65,58 0,05 + 0,03¢

Abbildung 2: Verhdltnis der Sphinganin-zu-Sphingosinkonzentration (Sa/So-Verhdltnis) in Niere,
Lunge und Leber der Einzeltiere (n=4) der verschiedenen Treatmentgruppen

Diskussion

Die Aufnahme von Fumonisinen |6st eine Vielzahl gesundheitsschddigender Effekte aus, wobei spe-
ziesspezifische Unterschiede hinsichtlich des Auspragungsgrades und der Organspezifitat existieren
(Voss et al., 2007). So fiihrt beispielweise die Aufnahme von Fumonisinen in Pferden zur Ausbildung
einer Leukoenzephalomalazie, wahrend bei Schweinen das Auftreten von Lungenddemen beschrieben
wurde (Ross et al., 1992). Die im vorliegenden Versuch erhobenen Daten zeigen, dass FB; in Sprague
Dawley Ratten eine primar nephrotoxische Wirkung besitzt. Dies stimmt mit Daten aus der Literatur
Uberein, die eine Inhibierung des Sphingolipid-Stoffwechsels in der Niere bei diesem Rattenstamm
hervorheben (Riley und Voss, 2006).

Im Gegensatz dazu fiihrte die Gabe von HFB; weder in Niere, noch in Urin oder den (brigen unter-
suchten Matrices (Leber, Lunge und Serum) zu einer Erhéhung des Sa/So-Verhaltnisses. Daraus
schlieBen wir, dass HFB; keine toxische Wirkung auf den Sphingolipid-Stoffwechsel in Ratten aufweist.
Berichte Uber eine im Vergleich zu FB; reduzierte nephrotoxische, neurotoxische und hepatotoxische
Wirkung von HFB; in Nagern sind aus der Literatur bekannt (Voss et al., 1998; Howard et al., 2002,
Voss et al., 2009). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten ermdglicht das vorliegende Versuchsdesign, die
Toxizitat von Fumonisin-Derivaten ohne invasive Probenahme zu eruieren. Darliber hinaus zeigte sich,
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dass sowohl die Tierzahl, als auch die Versuchsdauer ausreichend sind, um signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen zu erheben. Die ausstehenden Analysen der Gbrigen Urinproben (d7, d14, d21)
werden Aufschluss dartiber geben, ob die Versuchsdauer weiter reduziert werden kann. Zusammen-
fassend kann davon ausgegangen werden, dass das angewendete Tiermodell sehr gut geeignet ist,
um in Zukunft die Toxizitdt weiterer Fumonisin-Metabolite zu bestimmen.

Schlussfolgerung

Unsere Daten belegen, dass der Fumonisin-Metabolit HFB; im Hinblick auf den Sphingolipid-
Stoffwechsel in Ratten keine toxische Wirkung aufweist. Diesbeziiglich kdnnen Nahrungs- und Futter-
mittelverarbeitungsprozesse, die eine Hydrolyse von FB; bewirken, als adaquate Strategie zur Minimie-
rung der Fumonisin-Exposition angesehen werden. Die erstmalige Bestimmung der Toxizitat von HFB;
anhand des Sa/So-Verhaltnisses im Urin erwies sich aufgrund der nicht-invasiven Probengewinnung
und der aussagekraftigen Resultate als vorteilhaft. Dieser Aspekt soll in zukiinftigen Studien zur Evalu-
ierung der Toxizitdt von Fumonisin-Derivaten Beachtung finden.
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Einleitung

Mykotoxine sind natiirliche Giftstoffe, welche als sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen
gebildet werden. Sie zeigen groBe Unterschiede in ihrer chemischen Struktur und somit in ihrer Wir-
kung. Derzeit sind mehr als 400 verschiedene Verbindungen bekannt. Die Aufnahme von Mykotoxinen
Uber die Nahrung, durch Einatmen oder durch Hautkontakt kann zu gesundheitlichen Schaden und
Vergiftungen bei Mensch und Tier fiihren (Bartels und Rodemann 2003, Gareis 1999).

Von der FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations) wird geschatzt, dass weltweit
ca. 25% der gesamten Nahrungs- und Futtermittel Mykotoxine enthalten (Bartels und Rodemann
2003). Ein aktuelles europdisches Review beschreibt, dass in verschiedenen Multi-Mykotoxin-Studien
ein Anteil von 75-100% der untersuchten Futterproben mit mindestens einem Mykotoxin belastet war
(Streit et al. 2012). In einer Studie von Lew et al. (2001) wurde Uber drei Vegetationsperioden ein
Fusarienbefall an verschiedenen Maissorten und Standorten in Osterreich untersucht. Fusarien sind
~Feld-Pilze", da sie Mykotoxine, wie Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Fumonisine, HT-2 Toxin, Mo-
niliformin, Nivalenol, T-2 Toxin und Zearalenon (Gareis 1999) vor der Ernte auf dem Feld produzieren
(Rodemann 1999). Lew et al. (2001) stellten fest, dass zwischen 6,1% und 10,5% der Maispflanzen
mit Fusarien befallen waren. Die Artenzusammensetzung und Toxingehalte der Fusarien, sowie die
Befallsstarke waren von den klimatischen Bedingungen abhangig. Auch Fumonisin B; (FB;) konnte in
dieser Studie auf den Maispflanzen nachgewiesen werden.

FB; kommt von allen Fumonisinen am haufigsten vor und wird von mehreren Fusarium-Pilzen gebildet,
hauptsachlich aber von Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg und Fusarium proliferatum (Gelder-
blom et al. 1988, Thiel et al. 1991). Da diese Pilze vorwiegend auf Maispflanzen wachsen und weltweit
verbreitet sind, kann das Mykotoxin FB, vor allem auf Mais und Mais-Produkten nachgewiesen werden
(Thiel et al. 1991). Der Kérnermais spielt fiir die Getreideernte in Osterreich eine bedeutende Rolle, da
er mit 2,45 Mio. t den GroBteil der Gesamternte (5,67 Mio. t) ausmacht. Mais als Rohstoff flir Lebens-
und Futtermittel ist somit flir Mensch und Tier von groBer Bedeutung (BMLFUW 2012). Aus diesem
Grund ist die Kenntnis Uber die Auswirkungen von FB; auf die menschliche und tierische Gesundheit
sehr wichtig. FB; kann gesundheitliche Schaden bei Menschen und Tieren hervorrufen, die Krankheits-
bilder sind dabei von Spezies zu Spezies unterschiedlich. FB; hemmt die Sphingolipid Biosynthese, hat
eine nephro- und hepatotoxische Wirkung (Riley et al. 1994) und ist kanzerogen (Hard et al. 2001,
Gelderblom et al. 1991). Zu erwahnen sind auBerdem beim Pferd die Krankheit Equine Leukoencepha-
lomalazie (Ross et al. 1993) und beim Schwein das Lungen-Odem und der Hydrothorax (Harrison et
al. 1990).

Wahrend der Verarbeitung der befallenen Maiskdrner kénnen so genannte Fumonisinderivate entste-
hen: Durch eine alkalische Behandlung von FB; werden beispielsweise die Tricarballylsaure-
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Seitenketten von FB; gespalten, was zur Bildung von hydrolysiertem FB, (HFB,) fiihrt. Die Umwand-
lung von FB; zu HFB, kann auch durch mikrobiologische Degradation erfolgen, indem Fumonisin Car-
boxylesterase, ein spezifisches Enzym des FB; Metabolismus, eingesetzt wird (Heinl et al. 2009,
Hartinger und Moll 2011). Verglichen mit FB; hat HFB; nach einer Studie von Grenier et al. (2012)
eine geringe intestinale oder hepatische Toxizitdt. Abgesehen von der erwahnten Studie, welche an
Absetzferkeln durchgefiihrt wurde, findet man zum aktuellen Zeitpunkt kaum Literatur zum Einfluss
von FB; oder HFB; auf die Darmmorphologie. Der Darm, als erste Kontaktflache der Fumonisine mit
dem Organismus, kann alimentdr mit hohen Mykotoxinkonzentrationen konfrontiert sein. Angesichts
der vielfaltigen Krankheitsauspragungen durch die Aufnahme von Fumonisinen ist zu erwarten, dass
speziesspezifische Unterschiede hinsichtlich der intestinalen Toxizitat bestehen.

Nachdem Mykotoxinforschung haufig auch an Modelltieren, wie zum Beispiel an Labornagern, durch-
gefihrt wird, sind Unterschiede in der intestinalen Reaktion auf Fumonisine im Vergleich zu Nutztieren
oder dem Menschen fiir die Interpretation von Mykotoxinwirkungen von Interesse. Aus diesem Grund
beschaftigt sich der vorliegende Beitrag mit der Frage, ob Fumonisin B; und dessen hydrolysiertes
Derivat einen Einfluss auf die morphologische Architektur der Darmmucosa von Ratten haben.

Material und Methoden

Um zu untersuchen, ob Fumonisine einen Einfluss auf die Darmmorphologie bei Ratten haben, wurde
ein Fltterungsversuch an 20 mannlichen Sprague Dawley Ratten (Hsd:Sprague Dawley, Harlan Labo-
ratories) im Alter von finf Wochen durchgefiihrt (vergleiche Nagl et al. 2013). Die Versuchstiere wur-
den bei ihrer Ankunft gewogen (durchschnittlich 111 g Kdérpergewicht) und aufgrund ihres Gewichtes
gleichmaBig einer von 5 Gruppen zugeteilt (sieche Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppenbezeichnung n/Gruppe Zugesetztes Fumonisin Konzentration im Futter
Kontrolle (K) 4 - -

FB; niedrig 4 FB; 13,9 pymol/kg

FB; hoch 4 FB; 69,3 umol/kg

HFB; niedrig 4 HFB; 13,9 pmol/kg

HFB; hoch 4 HFB, 69,3 umol/kg

Die Haltung der Ratten erfolgte dabei paarweise in Makrolon Typ III Kafigen. Wahrend einer Akklima-
tisierungsphase von 7 Tagen wurden die Tiere mit einem kommerziellen, mykotoxinfreien Kontrollfut-
ter gefittert. Wahrend des vierwdchigen Fitterungsversuches wurden die Versuchsdidten (12,8 MJ
ME/kg, 19,9 % XP in der Frischmasse) ad libitum angeboten. Am Versuchstag 28 wurden nach erfolg-
ter Andsthesie und Euthanasie die Gewebeproben von Jejunum (~ 25 cm oberhalb der Einmiindung
von Ileum in den Colon), distalem Ileum und Colon (auf halber Hohe zwischen proximalem Colon und
Rectum) post mortem entnommen. Diese Darmproben wurden griindlich gespiilt, in HOPE®-L8sung
(Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated Organic Solvent Protection Effect; DCS, Hamburg) fixiert und in
Paraffinblocke eingebettet. AnschlieBend wurden Gewebeschnitte von 6 pm mit einem Mikrotom her-
gestellt, welche fiir eine HE-Farbung entparaffiniert und rehydratisiert wurden. Bei der HE-Farbung
werden die Zellkerne durch die Hamalaunlésung sauer nach Mayer blau gefarbt, wahrend das Zyto-
plasma und Kollagen durch Eosin rot gefarbt werden. Dabei wurde nach der Gebrauchsanweisung fiir
HOPE®-Fixierung (DCS 2007) mit wenigen Modifizierungen vorgegangen.

Zum Messen der histologischen Schnitte wurde das Lichtmikroskop Leica DM6000 B (Leica, Darmstadt,
Deutschland) inklusive Kamera (Leica DFC310 FX) verwendet. Die Auswertung der digitalen Bilder
erfolgte mittels Leica Application Suite Software (V3.5.0, Leica, Darmstadt, Deutschland). Gemessen
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wurden die Zottenlénge, -breite und —flache im Jejunum und Ileum, sowie die Kryptentiefe im Je-
junum, Ileum und Colon von je sechs verschiedenen Zotten bzw. Krypten je Tier und Darmabschnitt.
Des Weiteren wurde das Verhaltnis von Zottenlange zu Kryptentiefe (V/C-Ratio) in Jejunum und Ileum
rechnerisch ermittelt.

Die statistische Auswertung der gemittelten Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SAS 9.2
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Mit der Prozedur UNIVARIATE erfolgte der Test auf Normalvertei-
lung mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05. AnschlieBend wurde mit der Prozedur GLM eine
zweifache Varianzanalyse mit Wechselwirkung mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05
durchgefiihrt. Als Faktoren kamen dabei der Fumonisin-Zusatz (kein Zusatz, FB;, HFB;) sowie die Kon-
zentration (0, 13,9 oder 69,3 pmol/kg Futter) zur Anwendung. Im Falle einer signifikanten Interaktion
der Faktoren wurde ein Mittelwertvergleich nach Tukey-Kramer durchgefiihrt. Bei den tabellierten
Ergebnissen handelt es sich um die least square means (LS-Means) sowie dem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM).

Ergebnisse

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der histometrischen Analysen im Dinn- und Dickdarm der Sprague
Dawley Ratten dargestellt. Die Zottenlange, Zottenbreite, sowie die Zottenflache in Jejunum und Ile-
um wurden weder von Fumonisin noch von der Konzentration signifikant beeinflusst. Die ermittelten
Unterschiede der Kryptentiefe in Abhangigkeit von der Konzentration waren ebenfalls nicht signifikant.

Fir die Kryptentiefe im Jejunum bestand eine Wechselwirkung zwischen dem Fumonisinzusatz und
der applizierten Konzentration. Das niedrig konzentrierte FB; bewirkte dabei eine gréBere Kryptentiefe,
wahrend das hoch konzentrierte FB; zu kiirzeren Krypten fiihrte. Das Fumonisin HFB; hatte jedoch die
gegenteilige Wirkung (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Zottenldnge (um), -breite (um) und -fliche (um?) sowie Kryptentiefe (um) in Jejunum,
Ileum und Colon von Ratten nach Fiitterung von ansteigenden FB; bzw. HFB; Konzentrationen

K FB, HFB, SEM p-Wert
niedrig hoch niedrig hoch F! K> F*K

Jejunum

Zottenldnge 531,6 512,5 512,8 505,9 552,8 13,0 n.s. n.s. n.s.

Zottenbreite 103,6 105,3 96,7 107,4 108,4 4,4 n.s. n.s. n.s.

Zottenflache 24.277 27.613 23.373 28.920 34.093 2.403 ns. n.s. n.s.

Kryptentiefe 143,7 149,3 141,0 130,4 147,7 2,6 n.s. n.s. *

V/C-Ratio® 3,71 3,44 3,65 3,90 3,74 0,10 ns. ns.  ns.
Ileum

Zottenlange 444,7 467,7 467,7 442,2 502,6 10,1 n.s. ns. n.s.

Zottenbreite 95,9 97,0 97,0 102,0 112,1 4,0 n.s. ns. n.s.

Zottenflache 24.277 23.825 23.825 20.848 28.092 1.268 ns.  (*) ns.

Kryptentiefe 146,7 137,0 137,0 164,1 174,5 4,4 * n.s. n.s.

V/C-Ratio® 3,03 3,15 3,42 2,71 2,90 0,08 * n.s. n.s.
Colon

Kryptentiefe 221,0 246,0 246,0 226,8 224,8 6,9 ns. ns. n.s.

! Fumonisin, 2 Konzentration, 3 Verhltnis Zottenlénge / Kryptentiefe
* signifikant (p < 0,05); (*) = tendenzieller Unterschied (0,05 < p < 0,10); n.s. nicht signifikant (p > 0,10)

Die Kryptentiefe war vergleichbar zwischen den Gruppen und betrug durchschnittlich 142,6 ym im
Jejunum und 225,9 pm im Colon (p>0,05). Im Ileum variierte die Kryptentiefe in Abhdngigkeit vom
Faktor Fumonisin zwischen 139,9 um (FB,) und 169,3 um (HFB;), siehe Abbildung 1. Jene Gruppe, der
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das Fumonisin HFB; gefiittert wurde, zeigte signifikant tiefere Krypten im Vergleich zur Kontrollgruppe
und der Gruppe mit FB;.

Wahrend zwischen den einzelnen Gruppen nur nummerische Unterschiede (FB; niedrigere und HFB;
hohere Ratio im Vergleich zur Kontrolle) bei der V/C-Ratio im Jejunum ermittelt wurden, zeigten die
FB,-gefiitterten Tiere im Ileum eine signifikant héhere V/C-Ratio im Vergleich zu den HFB;-Tieren.

Kryptentiefe (jun) V/C-Ratio
300 4,50
4,00
25
250 350 —— I L :

200 - 3.00 e —

Kontrolle
. ®mFB1
HFB1

Kontrolle 250 —

I I
a

150 —
I I t mFBI 2,00 —— ——
100 — — — _ mHFBI 150 L ]
1.00 | ——

50 - - —
0,50 —— —

0 0,00

Jejunum Ileum Colon Jejunum Ileum

Abbildung 1: Kryptentiefe in Abhangigkeit von  Abbildung 2: V/C-Ratio in Jejunum und Ileum in
Fumonisin Abhangigkeit von Fumonisin

Diskussion

Durch Vergleichen der Werte von Zottenlange und Kryptentiefe der Kontrollgruppe mit den Werten
der Kontrollgruppen anderer Studien (Ben-Lulu et al. 2012, Koppelmann et al. 2012, Kroth 2011 und
Zhao et al. 2013), kann gezeigt werden, dass die ermittelten histometrischen Daten im physiologi-
schen Bereich fiir Ratten liegen.

Die Studie von Grenier et al. (2012) befasste sich mit dem Einfluss von Fumonisin B; und hydrolysier-
tem Fumonisin B; auf den Dinndarm von vier Wochen alten, weiblichen Ferkeln. Dazu wurden je
sechs Ferkel fiir 14 Tage mit Kontrollfutter, 2,8 umol FB;/kg Kdrpergewicht und Tag bzw. 2,8 pmol
HFB,/kg Kérpergewicht und Tag gefiittert. Bei HFB; blieben die Zottenldngen im Vergleich zu Kontrolle
unverandert. FB; zeigte jedoch einen signifikanten Einfluss auf die Zottenldange im mittleren (-20%)
und distalen (-31%) Diinndarmabschnitt. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit jenen unseres Versu-
ches. Hier konnten zwar im Jejunum nummerisch kiirzere Zotten durch FB; beobachtet werden, im
Ileum waren diese demgegeniber aber nummerisch erhdht. Die Stichprobenanzahl war jedoch zu
gering um diese Beobachtungen statistisch absichern zu kénnen (p>0,05).

Hohere Fumonisinkonzentrationen wurden von Lessard et al. (2009) in einer 9-tdgigen Fitterungsin-
tervention beim kastrierten Absetzferkeln eingesetzt. Dabei zeigten ~25-30 mg FB;/kg Futter keine
Veranderung auf die Zottenldnge im Jejunum. Im Ileum tendierten die Tiere der Versuchsgruppe
ebenfalls zu langeren Zotten, allerdings waren die Unterschiede auch bei Lessard nicht signifikant
(p = 0,07).

Bracarense et al. (2011) untersuchten den Einfluss einer fiinf-wdchigen Exposition mit Deoxynivalenol
(DON, bis 3,1 mg/kg Futter) und Fumonisin (FB: Mischung aus FB; und FB,, bis 6,5 mg/kg Futter)
sowie deren Kombination auf den Darm von fiinf Wochen alten, kastrierten, mannlichen Ferkeln. Da-
bei wurde die Zottenldnge zwar durch die Gabe von DON, aber nicht durch FB signifikant reduziert.
Auch auf die Kryptentiefe zeigte FB in der Studie keinen Einfluss. Die Ergebnisse fiir FB decken sich
mit unseren Beobachtungen, obwohl hier die Absolutkonzentration im Ferkelfutter geringer als in den
hochdosierten Fumonisingruppen der Ratten war.
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Die Kryptentiefe zeigte sowohl in unserer Studie als auch bei Lessard et al. (2009) keine Veranderun-
gen durch die Behandlung mit FB;. Kombiniert man jedoch die histometrischen Daten der Zottenlange
und Kryptentiefe in Ileum unserer Ratten, so zeigt sich, dass die V/C-Ratio bei den FB; gefiitterten
Ratten sogar signifikant hohere Werte als bei den HFB;-Ratten aufwies. Eine Erhéhung des Verhaltnis-
ses von Zottenldnge zu Kryptentiefe geht mit einer VergréBerung der Resorptionsoberflache einher
(Caspary 1992). Die verwendeten Konzentrationen an Fumonisin sowie die Dauer der Exposition mit
FB; scheinen also keinen negativen Einfluss auf die mucosale Architektur im Ileum zu haben.

Unseres Wissens gibt es bisher keine Studie, die den Einfluss von HFB; auf die Kryptentiefe untersucht
hat. Jene Gruppe, der das Fumonisin HFB, gefittert wurde, zeigte im vorliegenden Fitterungsversuch
signifikant tiefere Krypten im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Gruppe mit FB;. Krypten dienen vor
allem der OberflachenvergréBerung und Sekretion und sind der Ort der Epithelzellreplikation (Engel-
hardt und Breves 2010). Nachdem die Vertiefung der Krypten nicht mit langeren Zotten einherging,
wurden Reduktionen (-7,4% zur Kontrolle) in der ilealen V/C-Ratio verzeichnet.

Die teils widerspriichlichen Ergebnisse im Literaturvergleich kénnten auf die Betrachtung unterschied-
licher Tierarten zurlickzufiihren sein. Ferkel scheinen dabei hoch sensibel auf FB; zu reagieren (Gre-
nier et al. 2012). Aus diesem Grund kdnnten die negativen Auswirkungen auf die Darmmorphologie
bei Schweinen intensiver als bei Ratten sein, vor allem wenn man miteinbezieht, dass die bei Ferkeln
verwendeten Konzentrationen bei Grenier et al. (2012) und bei Bracarense et al. (2011) in der Gr6-
Benordnung der FB;- und HFB;-niedrig-Gruppen lagen. Zudem war die Dauer der Fumonisin-
Expositionen in den Vergleichsstudien zum Teil deutlich geringer.

Schlussfolgerungen

Fumonisin B; sowie hydrolysiertes Fumonisin B; zeigten in der vorliegenden Studie keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Zottenldnge, -breite und —flache im Diinndarm. Jedoch konnte die ileale V/C-Ratio
durch FB; erhéht sowie die Krypten im Ileum durch HFB; im Futter signifikant vertieft werden. Inwie-
fern sich diese Veranderungen auf die Absorptionsfahigkeit und die intestinale Barrierefunktion aus-
wirken, sollte in weiterfiihrenden Studien mit einem hdheren Stichprobenumfang untersucht werden.
Aus den Ergebnissen der Studie wird deutlich, dass die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Versu-
chen mit Laborratten, beispielsweise auf das Absetzferkel, nur bedingt gegeben ist und die Dosis-
Wirkungs-Beziehung daher in der jeweiligen Spezies getestet werden sollte.
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Charakterisierung des ruminalen Mikrobioms durch DNA-
Klassifizierung mittels gPCR

Elisabeth Lederer, Wilhelm Windisch und Carmen Fahn

Wissenschaftszentrum Weihenstephan, Lehrstuhl fiir Tierernahrung, Technische Uni-
versitat Munchen, Minchen, DE

Einleitung

Das ruminale Mikrobiom der Wiederkduer tragt im Wesentlichen dazu bei, pflanzliche Faser aufzu-
schlieBen und verdaulich zu machen. Es bildet im Pansen ein anaerobes mikrobielles Okosystem aus
Eukaryoten, Bakterien und Archaea. Man schétzt, dass 1 Gramm Panseninhalt etwa 10° bis 10! Bak-
terien, 10° Protozoen und bis zu 10° Pilzen beherbergt (Jeroch et al. 2008). Allerdings sind schét-
zungsweise nicht einmal 10 % aller Pansenmikroben bekannt (Michalet-Doreau et al. 2002). Um die
Vorgange und Interaktionen der Hauptkomponenten des ruminalen Mirkobioms bei der Pansenfer-
mentation zu verstehen, war man bislang auf die Messung (bio)chemischer Endpunkte angewiesen,
wie etwa die Bestimmung von fliichtigen Fettsauren und von Methan sowie die ,ruminale Verdaulich-
keit" beispielsweise der Faserkomponenten des Futters (Mackie 1997). Inzwischen kann man jedoch
mittels molekularbiologischer Methoden mikrobielle DNA aus dem Pansen extrahieren und etwa Uber
gPCR die Pansenmikroben sehr genau messen (Tajima et al. 2001; Ouwerkerk et al. 2002; Klieve et
al. 2003). Die bisherigen Arbeiten begrenzen sich jedoch hauptsachlich auf den Nachweis einzelner
Spezies von Pansenmikroben. Ziel der vorliegenden Pilotstudie war deshalb die Erweiterung der mole-
kularbiologischen Messung auf funktionelle Gruppen des ruminalen Mikrobioms. Damit sollte ein Weg
eroffnet werden, die dynamischen Wechselwirkungen der ruminalen Pansenfermentation auf der Ebe-
ne des gesamten Mikrobioms in hoher zeitlicher Aufldsung zu beobachten.

Material und Methoden

Es standen 7 nicht-laktierende Milchkiihe der Rasse Holstein Friesian zur Verfiigung (Lebendmasse
etwa 650 kg), die mit einer Pansenfistel versehen waren (Bar Diamond Inc., Parma, Idaho, USA;
10 cm Durchmesser). Die Tiere wurden in einem klimatisierten Stall gehalten und auf dem Niveau des
energetischen Erhaltungsbedarfs gefiittert. Hierzu erhielten sie taglich um 7 und 16 Uhr jeweils 3 kg
Heu. Trankwasser und Salzblécke standen ad libitum zur Verfiigung.

Nach drei Wochen Adaptation an die Fiitterung wurde allen Tieren {iber die Pansenfistel zu den fol-
genden 4 Zeitpunkten nach der Morgenfitterung jeweils 100 ml Pansensaft und 150 g Festmaterial
aus der Pansenmatte gezogen: 0 Stunden (unmittelbar vor der Fitterung), 12, 3 sowie 6 Stunden
nach der Fitterung. Die Proben wurden sofort tiefgefroren, gefriergetrocknet und anschlieBend in
einem gereinigten Porzellanmérser vermahlen und homogenisiert. Die Extraktion der DNA aus den
gefriergetrockneten Proben erfolgte beim Pansensaft mittels Phasentrennung unter Zugabe des Rea-
genz Qiazol (Qiagen, Deutschland) und Chloroform. Die DNA aus dem Festmaterial wurde durch eine
modifizierte RBB+C Methode (Phenol-Chloroform-Reaktion und Aufreinigung Uber Silicamembran)
nach Yu und Morrison (2004) extrahiert.

Als funktionelle Gruppen des ruminalen Mikrobioms sollten die anaeroben Pilze, Protozoen, die Ge-
samtsumme an Bakterien sowie die Amylolyten erfasst werden. Bei den Cellulolyten bestand keine
gruppeniibergreifende genetische Gemeinsamkeit, weshalb Fibrobacter succinogenes und Ruminococ-
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cus flavefaciens als Stellvertreter gewahlt wurden. Die gPCR wurde mit dem SensiFast SYBR, No-ROX
Kit (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) durchgefiihrt. Die Sequenzen der verwendeten Primer (Kon-
zentration von 300 nM) zum Nachweis von anaeroben Pilzen, allgemeinen Bakterien sowie Protozoen
wurden aus der Literatur Gbernommen (Denmann and McSweeny 2006; Boguhn et al. 2010; Sylvester
et al. 2004) und von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Der hier verwen-
dete Mastermix bestand pro Reaktion aus 7,5 pl SYBR Green, 0,6 ul Primer forward, 0,6 pl Primer
reverse, 4,8 pl Nuklease-freiem Wasser und jeweils 1,5 ul DNA-Extrakt. Die Messung erfolgte auf einer
96-well Platte im Doppelansatz. Die gPCR wurde mit dem Realplex ep gradient s Mastercycler (Eppen-
dorf, Deutschland) nach folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt: Hot-Start (2 min, 95 °C), im
Anschluss 40 Zyklen mit Denaturierung (5 s, 95 °C), Annealing (10 s, 55,2-65 °C), Elongation (8 s,
72 °C) und Schmelzkurvenanalyse.

Die Proben wurden mittels Standardkurve absolut quantifiziert und mit dem nichtparametrischen
t-Test aus den Mittelwerten ausgewertet. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5 % angenommen.

Ergebnisse

Die nachfolgenden Abbildungen 1 und 2 zeigen die Entwicklung der ruminalen Population an anaero-
ben Pilzen und Protozoen im Zeitverlauf nach der Fiitterung. Hierbei wurden die Messungen aus dem
gefriergetrockneten Pansensaft und dem Festmaterial gemittelt.

Sowohl bei den Pilzen als auch bei den Protozoen stieg die Anzahl der gemessenen Mikroben in den
ersten 90 Minuten nach der Fiitterung um etwa eine Zehnerpotenz an und sank danach wieder
gleichmaBig ab. Dieses Zeitprofil wurde durch statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen
den Mittelwerten einzelner Zeitpunkte untermauert. Wahrend die Pilze innerhalb von 6 Stunden nach
der Fitterung wieder ihr Ausgangsniveau erreichten, fielen die Protozoen sogar noch unter den Aus-
gangswert unmittelbar vor Beginn der Morgenfiitterung.

Bei der Analyse der Gesamtsumme an Bakterien kam es im Festmaterial des Pansens zu Interferen-
zen, die auf eine mdgliche Kontamination mit DNA aus den Futterpflanzen hinweisen kdnnte. Aus die-
sem Grund wurden fir die Gesamtsumme an Bakterien nur die Daten aus dem Pansensaft
ausgewertet.

Wie Abbildung 3 zeigt, kam es im Zeitverlauf nach Flitterung zu einem statistisch signifikanten Abfall
der Bakteriendichte, die bis zur Stunde 6 nach der Fiitterung etwa eine Zehnerpotenz gegentiber dem
Ausgangswert betrug.

Abbildung 4 zeigt die Relationen von amylolytischen Bakterien zu Ruminococcus flavefaciens im Zeit-
verlauf nach der Morgenflitterung. Die Angaben stellen wie in Abbildung 1 und 2 wieder den Mittel-
wert aus den Messungen im Festmaterial und im Pansensaft dar. Der Anteil an Amylolyten nahm bis
zu 3 Stunden nach der Fitterung zu, um danach wieder weitgehend auf das Ausgangsniveau abzufal-
len.
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Abbildung 1: Entwicklung der Population an anaeroben Pilzen im Zeitverlauf nach der Fiitterung
(Anzahl pro g TM; Mittelwert aus Festmaterial und Pansensaft)
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Abbildung 2: Entwicklung der Population an Protozoen im Zeitverlauf nach der Fiitterung (Anzahl pro
g TM; Mittelwert aus Festmaterial und Pansensaft)
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nach der Fitterung (%; Daten aus den Mittelwerten von Festmaterial und Pansensaft)
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Diskussion

In der hier vorgestellten Arbeit gelang es, die anaeroben Pilze, die Protozoen, die Gesamtsumme der
Bakterien, die amylolytischen Bakterien sowie Fibrobacter succinogenes und Ruminococcus flavefa-
ciens als Vertreter der Cellulolyten im gefriergetrockneten Material des Pansens mittels gPCR zu quan-
tifizieren. Die mikrobielle DNA-Extraktion aus Pansensaft und Festmaterial wurde bereits in friiheren
Arbeiten etabliert, in denen man die einzelnen Gruppen von Mikroorganismen allerding zuvor noch in
Kulturmedien vermehrt hatte (Denmann and McSweeny 2006; Boguhn et al. 2010; Sylvester et al.
2004). In der vorliegenden Untersuchung wurde die DNA dagegen direkt extrahiert und gemessen.
Die hier gezeigten Daten liefern somit unmittelbare und quantitativ vergleichbare Momentaufnahmen
des Pansenmikrobioms zum Zeitpunkt der Probenahme.

Die hier untersuchten Gruppen an ruminalen Mikroorgansimen zeigten ein charakteristisches und ko-
harentes Zeitprofil nach der Morgenfiitterung. So stimmt der Anstieg der ruminalen Dichte an Pilzen
und Protozoen kurz nach der Fiitterung mit friiheren Befunden {berein (Orpin and Joblin 1997). Pan-
senpilze sind maBgeblich am ersten Aufschluss von Pflanzenfaser beteiligt und leisten dadurch we-
sentliche Vorarbeiten fir die weitere bakterielle Verdauung dieser Rohnahrstoffkomponente des
Futters. In dieses Bild passt auch der Befund, dass die Dichte der Population an Pansenpilzen bis 6
Stunden nach der Fiitterung wieder auf das Ausgangsniveau zuriickfiel.

Der Abfall der Gesamtsumme an Bakterien im Pansensaft (Abbildung 3) scheint auf den ersten Blick
mit dem Anstieg der Protozoen in Verbindung zu stehen (Abbildung 2). Da Bakterien den Protozoen
als Nahrungsgrundlage dienen, kdnnte der Anstieg der Protozoendichte unmittelbar nach der Fiitte-
rung das mikrobielle Wachstum insgesamt gebremst haben. Allerding lieB sich die Gesamtsumme an
Bakterien nur im Pansensaft sicher messen, da es im Festmaterial méglicherweise zu Kontaminationen
mit DNA aus Futterpflanzen kam. Ein mikrobielles Wachstum unmittelbar nach der Fitterung ist je-
doch im Festmaterial des Pansens durchaus zu erwarten (z.B. in Wechselwirkung mit den Pansenpil-
zen). Dariiber hinaus beziehen die Mikroorganismen im Pansensaft einen GroBteil ihrer Substrate mit
einem gewissen Zeitverzug aus den mikrobiellen Abbautatigkeiten in der Pansenmatte. Dies kdnnte
ein weiterer Grund fiir das Ausbleiben eines Anstiegs der Bakteriendichte im Pansensaft unmittelbar
nach der Fitterung gewesen sein.

Die Dichte an Bakterien in der Trockenmasse des Pansensafts miisste im weiteren Zeitverlauf wieder
zum gemessenen Ausgangspunkt zurlickkehren. Offenbar erfolgt dies hinter dem letzten Messzeit-
punkt der vorliegenden Untersuchung (6 Stunden nach der Fiitterung). Dies kénnte auch der Zeitraum
sein, in dem die Dichte an Protozoen ebenfalls wieder auf ihr Ausgangsniveau steigt.

Die vorliegende Untersuchung konnte dartiber hinaus die zeitlich versetzte Entwicklung verschiedener
Untergruppen an Bakterien aufzeigen. So nahm das Verhaltnis von Amylolyten zu Ruminococcus flave-
faciens als einer der wichtigsten Vertreter der Cellulolyten bis 3 Stunden nach der Fitterung zu und
fiel anschlieBend wieder ab (Abbildung 4). Dieses Muster passt genau in das bekannte Zeitprofil der
Gehalte an Essig- und Propionsaure bzw. der Relation beider fllichtiger Fettsauren im Pansensaft.

Schlussfolgerung

Insgesamt konnte die vorliegende Pilotstudie durch unmittelbare molekularbiologische Quantifizierung
der DNA verschiedener funktioneller Gruppen von Pansenmikroben mittels gPCR ein differenziertes
Bild des ruminalen Mikrobioms im Zeitverlauf nach der Fiitterung aufzeigen. Die beobachteten Veran-
derungen waren statistisch gut nachweisbar und ergaben ein in sich koharentes Bild, das mit friiheren
mikrobiologischen Untersuchungen auf der Basis von Mikroskopie und kulturellen Techniken sowie mit
(bio)chemischen Endpunktmessungen des Pansenstoffwechsels sehr gut libereinstimmt. Die Quantifi-
zierung von mikrobieller DNA mittels gPCR erweist sich demzufolge als ein hochsensibles und schnel-
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les Werkzeug, das die Erforschung der funktionellen Zusammenhdnge der Pansenfermentation von
Wiederkduern bereichern kdnnte.
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