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Beitrag der Fiitterung fiir Tierwohl und Umweltschutz bei
Schweinen

Contribution of feeding for animal welfare and environmental protection in
pigs
Stephan Schneider

Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft, LfL Poing-Grub, Institut fir Tierernah-
rung und Futterwirtschaft, Poing, DE

Abstract

So far, requirements for pig feeding were animal health, resource efficiency, food safety and economy.
In the future, feeding will also have the task of protecting the environment and at the same time
promoting animal welfare. With crude protein reduced feeding there is a win-win situation for the envi-
ronment and animal welfare. Fibre feeding is said to have animal welfare benefits, but methane emis-
sions are increasing due to the increased fecal mass caused by fibre rich feeding. The current housing
and feeding conditions hardly allow the pig to live out its typical foraging and feeding behavior. This
means that other stable and manure concepts, for example with @ manure scraper, must be used when
feeding large quantities of roughage. The task of science will be to bring the partially conflicting goals
of environmental protection and animal welfare into harmony. For this, interdisciplinary and compre-
hensive consideration of pig farming in research and practice is essential.

Einleitung

Bislang stellten die Tiergesundheit, Ressourceneffizienz, Lebensmittelsicherheit und Okonomie die Leit-
planken fiir eine - in Abhdngigkeit des Leistungsstadiums des Schweines - bedarfsgerechte Fiitterung
dar. Zukiinftig muss die Fiitterung noch weitere Anforderungen erfiillen, namlich die Umwelt zu schonen
und gleichzeitig das Wohlergehen des Tieres zu férdern (BLE 2018). Die Erzeugung von Schweinefleisch
verursacht N-Emissionen, da das Schwein einen GroBteil des im Futter enthaltenen Proteins nicht ver-
wertet, sondern (iber Kot und Harn ausscheidet. Der N aus Kot und Harn kann zu Emissionen in die
Gewasser - in erster Linie Uber Nitrat - oder in die Luft - in erster Linie als Ammoniak (NH3) - fihren
(Taube 2016). Um eine weitere Reduzierung von Emissionen herbeizufiihren, novellierte der deutsche
Gesetzgeber 2017 die Diingeverordnung (DiV) und erlieB die Stoffstrombilanzverordnung (StoffBilV).
Im Bereich der Luftreinhaltung hat Deutschland eine NH3-Minderung in Hohe von 29% bis 2030 im
Vergleich zu 2005 zu erreichen (EU-Richtlinie (EU) 2016/2284 (NEC-Richtlinie)). Diese EU-Richtlinie
wurde im Sommer 2018 durch die 43. Bundesimmissionsschutzverordnung (43. BImSchV) in nationales
Recht umgesetzt und stellt die Landwirtschaft vor groBe Herausforderungen. Denn die Landwirtschaft
als Hauptemittent von NHs (95% der gesamten NH3-Emissionen) muss mit ihrer Tierhaltung den GroBteil
der vereinbarten Reduzierung tragen (UBA 2019).

Zudem steht die landwirtschaftliche Nutztierhaltung seit einiger Zeit im Fokus einer kritischen Offent-
lichkeit, bei welcher die Akzeptanz fiir die derzeitige Art der Nutztierhaltung sinkt (BLE 2018). 82% der
Teilnehmer einer EU-weiten Studie sind der Meinung, dass das Wohl landwirtschaftlicher Nutztiere bes-
ser geschiitzt werden sollte (EC 2016). Auch in wissenschaftlichen Untersuchungen werden erhebliche
Defizite in der Nutztierhaltung festgestellt und negative Auswirkungen in den Bereichen Zucht, Hal-
tungsverfahren und Management auf Tiergesundheit und Tierverhalten benannt (WBA 2015). Das
Thema Fitterung und Tierwohl spielt hier eine untergeordnete Rolle, dieses Thema wir von Haltungs-
fragen dominiert.
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Es stellt sich die Frage, welchen Beitrag die Schweinefiitterung zur Minderung von negativen Umwelt-
wirkungen und zur Steigerung des Tierwohls leisten kann.

Flitterung allgemein

Die Versorgung der Tiere mit Energie, Néhr- und Mineralstoffen sowie Vitaminen hat auf Grundlage
wissenschaftlicher Empfehlungen (GfE 2006, DLG 2008, 2010) zu erfolgen. Erndhrungsphysiologisch
sollte eine Unter- bzw. Uberversorgung mit Nahrstoffen vermieden werden. Da Schweine keinen Bedarf
an Protein, sondern an seinen Bausteinen, den Aminosauren, haben, steht nicht nur die quantitative
Absenkung des Rohproteingehaltes, sondern vor allem das qualitative Angebot an Aminosauren im Mit-
telpunkt moderner Fitterungskonzepte. Je besser die Aminosaurezusammensetzung des Futters mit
dem Aminosaurebedarf der Tiere Ubereinstimmt (,ideales Protein®), desto gilinstiger sind die Auswir-
kungen auf Proteinverwertung und Stoffwechselentlastung (Tierwohl), verbunden mit bedeutsamen
umweltrelevanten Vorziigen, zu beurteilen (Wecke und Liebert 2013).

Fiitterung und Umweltschutz

In der Schweinefiitterung gibt es zahlreiche Mdglichkeiten die Auswirkungen der Tierhaltung auf die
Umwelt zu reduzieren. Dies sind in erster Line die Absenkung der Rohproteingehalte in den Rationen,
die Verschiebung der N-Exkretion vom Harn zum Kot und die Absenkung des Harn-pH-Wertes. Die
Phasenflitterung mit einer Anpassung der Rationsgehalte, differenziert nach Lebendmasse und Leistung,
steht bei der Rohproteinabsenkung im Mittelpunkt. Die Reduzierung der Rohproteingehalte durch eine
Optimierung der Aminosaureversorgung auf Basis der diinndarmverdaulichen Aminosauren fiihrt dazu,
dass die Rohproteingehalte in den Rationen deutlich reduziert werden kénnen. Dabei verringern 10 g
weniger Rohprotein in der Ration die NHs-Emissionen im Durchschnitt um gut 10% (Canh et al. 1998,
Sajeev et al. 2018). Der so entlastete Stoffwechsel benétigt weniger Wasser, um harnpflichtige Sub-
stanzen auszuscheiden. Dadurch verringern sich die Harnmenge und die Harn-N-Ausscheidung (Le Bel-
lego und Noblet 2002). Die DLG definiert Vorgaben fir stark und sehr stark N-/P-reduzierte
Fitterungsverfahren, die aktuell Eingang in die Gesetzgebung finden und in der Praxis zunehmend ein-
gesetzt werden (DLG 2014, 2019).

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Verschiebung der N-Ausscheidung vom Harn zum Kot mittels Bindung
von Stickstoff im Dick- und Blinddarm durch Mikroben. Hierzu muss die Ration so gestaltet werden, dass
im Dickdarm vermehrt Energie zur Bildung von Mikrobenmasse zur Verfiigung steht. Ein héherer Anteil
an Nicht-Starke-Polysacchariden in den Rationen fihrt durch eine erhéhte mikrobielle Aktivitat im Dick-
darm zu einer Verschiebung weg vom Harn-N hin zum Kot-N. Dies hat eine geringere Ammoniakemission
zur Folge (Canh et al. 1997). Auch die Zufiitterung von Benzoesaure flihrt zu geringeren Ammoniakemis-
sionen (Aarnink et al. 2008). Die Benzoesdure wird (iber den Darm resorbiert, unter Einbindung von
Glycin zu Hippursdure abgebaut und schlieBlich lber die Niere ausgeschieden. Durch den geringeren
pH-Wert des Harns kommt es zu einer Reduktion der Ureaseaktivitdt in der Schweinegiille, woraus
schlussendlich eine verminderte NHs-Freisetzung resultiert.

Moderne Fiitterungskonzepte

Durch die gestiegene Verfiigbarkeit kristalliner Aminosauren und Innovationen bei den Phytasen, aber
auch im Bereich der Fitterungstechnik sind moderne Fiitterungskonzepte méglich geworden. Diese
Entwicklung verlief in den letzten Jahren rasant, da nicht zuletzt der Druck zu N- und P-reduzierten
Fltterungskonzepten durch die neue Diingegesetzgebung stark zunahm. Die Anzahl zugelassener kris-
talliner Aminosauren nahm in den letzten Jahren immer weiter zu. Derzeit sind insgesamt sechs Amino-
sauren als Futterzusatzstoffe flir Schweine zugelassen (Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, Valin
und Isoleucin) und werden teilweise schon in kommerziellen Mineralfuttern eingesetzt.
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Leistungssteigerung reduziert die Ammoniakemissionen!

Zwar steigt beim Schwein mit der Leistung (Anzahl der abgesetzten Ferkel, Zuwachsrate) die N-Aus-
scheidung je Platz, jedoch sinkt sie mit zunehmender Leistung bezogen auf ein Ferkel oder je kg Zu-
wachs. Generell geht mit der Steigerung der Leistung eine erhebliche Senkung der N-Ausscheidung
einher. Entsprechend reduziert sich bei gleichem Produktionsumfang die mégliche NHs-Freisetzung.

Flitterung und Tierwohl

Neben den Umweltwirkungen stehen auch vermehrt Aspekte des Tierwohls im Mittelpunkt des &ffentli-
chen Interesses. Die Definition des Begriffes Tierwohl ist deutlich schwieriger als die wissenschaftlich
eindeutig definierten Umweltwirkungen. Laut Groner und Bergschmidt (2019) miissen die Begriffe Tier-
wohl, Tierschutz und Tiergerechtheit unterschieden werden. Der Begriff Tierwohl ist die deutsche Uber-
setzung des englischen Wortes ,animal welfare®™ und wird haufig synonym mit den Bezeichnungen
Tierschutz oder Tiergerechtheit verwendet. Allerdings haben die Begriffe trotz verschiedener Uber-
schneidungen nicht dieselbe Bedeutung. Wahrend sich Tierschutz auf die Aktivitaten und Bemiihungen
des Menschen bezieht, Tiere zu schiitzen (Tierschutzgesetz, Tierschutznutztierhaltungsverordnung),
steht beim Tierwohl die Perspektive des Tieres im Vordergrund. Der Begriff Tiergerechtheit bezieht sich
hingegen wiederum auf die Haltungsumwelt eines Tieres und deren Ausgestaltung.

Lindermayer et al. (2012) definierte eine Schweinefiitterung dann als tierwohlgerecht, wenn (i) der
tierindividuellen Entwicklung des Verdauungsvermégens Rechnung getragen wird, (ii) eine normale kor-
perliche Entwicklung ermdglicht wird, (iiii) eine normale Leistungsfahigkeit gegeben ist und (iv) keine
Risiken fiir die physische und psychische Gesundheit bestehen.

Nach Kamphues und Rieger (2017) gibt es vielfédltige Fiitterungseinfliisse, die mit dem Verhalten bzw.
der Entwicklung von Verhaltensstérungen beim Schwein in Zusammenhang gebracht werden. Mit MaB-
nahmen rund um das Futter und die Fiitterung lassen sich durchaus Verhaltensstérungen bzw. Aggres-
sionen bei Schweinen beeinflussen und gegebenenfalls auch reduzieren.

Nahrungsfaser

Die Zusammensetzung des Futters ist nicht nur fiir die Lieferung von Nahrstoffen wichtig, sondern auch
ein entscheidender Einflussfaktor fiir die Gesunderhaltung des Darms und das Wohlbefinden der Tiere
(Jha und Berrocoso 2015, Kamphues et al. 2018). In diesem Kontext wird beim Thema Nahrungsfaser
auch von dessen diatetischer Wirkung gesprochen. Hierzu zahlen beispielsweise Einfllisse auf den Ver-
dauungsablauf, die Transportgeschwindigkeit des Futters durch den Darm, die Ausschiittung kérperei-
gener Enzyme sowie Einflisse auf den pH-Wert in den verschiedenen Abschnitten des
Verdauungstraktes (Bach-Knudsen 2018, BLE 2018) und die Zusammensetzung des Mikrobioms
(Kamphues und Rieger 2017). Der Nahrungsfaser kommt auch beim Thema Sattigung, vor allem bei
tragenden Sauen, eine entscheidende Rolle zu (De Leeuw et al. 2008). Die positive Wirkung von Faser-
stoffen kann genutzt werden, um das Tierwohl von Seiten der Fiitterung zu férdern.

Die einzige gesetzliche Regelung zum Thema Faser bei Schweinen ist in § 30 Abs. 6 TierSchNutztV
enthalten. Nach dieser Vorschrift sind trachtige Jungsauen und Sauen bis eine Woche vor dem voraus-
sichtlichen Abferkeltermin mit Alleinfutter mit einem Rohfasergehalt in der Trockenmasse von mindes-
tens 8 Prozent oder so zu fiittern, dass die tégliche Aufnahme von mindestens 200 Gramm Rohfaser je
Tier gewahrleistet ist. Der derzeit haufig bei Futtermitteldeklarationen benutzte Begriff Rohfaser bietet
nur eine unzureichende Bewertung der Faserfraktion. Welche Faserfraktion sich letztendlich zur Bewer-
tung der Tierwohlwirkung durchsetzt, ist noch unklar, wenngleich derzeit die Fraktion ,verdauliche Fa-
ser" (dietary fibre) in der Diskussion an Bedeutung gewinnt (Bach-Knudsen 2018, Dusel 2019). Eine
abschlieBende Empfehlung zum Gehalt einzelner Faserfraktionen in der Ration steht noch aus und ist
Bestandteil zahlreicher Forschungstatigkeiten. Vermarktungsinitiativen greifen das Thema Nahrungsfa-
ser auf, so etwa die , Initative Tierwohl" unter der ca. 22% der Mastschweine in Deutschland vermarktet
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werden. Eines der beiden Pflichtkriterien zur Teilnahme an der Initiative ist das ,,Angebot von Raufutter"
(wobei hier Grobfutter gemeint sein musste).

In den letzten Jahren hat auch das Thema Butyratbildung (beispielsweise durch Fructane) und deren
Auswirkungen auf die Darmgesundheit und das Wohlbefinden in der Diskussion an Bedeutung gewon-
nen und ist derzeit Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen (Kamphues et al. 2018).

Art-typische Futtersuche und Futteraufnahmeverhalten

Das Nichterfiillen des Bediirfnisses eines art-typischen Futteraufnahmeverhaltens wird schon lange als
Grund fiir Verhaltensanomalien beim Schwein, wie Caudophagie, beschrieben. Preiinger et al. (2017,
2019) untersuchten, wie sich die Beifiitterung von faserreichen Futtermitteln (Luzernecobs bzw. Melas-
seschnitzel) an Ferkel auf Verhaltensanomalien auswirkt. In zwei Versuchen wurde gepriift, ob sich
durch das Einmischen von Luzernecobs ins Ferkelfutter oder durch die separate Gabe von Luzernecobs
SchwanzbeiBen bei nicht schwanzkupierten Ferkeln reduzieren lasst. Durch die zusatzlichen Troge flr
die Pellets wurde auch das Tier-Fressplatz-Verhaltnis entsprechend verengt. Ansonsten waren die Buch-
ten nicht sonderlich strukturiert. Wurde den Ferkeln Luzernecobs separat angeboten, so gingen die
Schwanzkiirzungen durch Verbiss von etwa 60% auf 16-33% deutlich zuriick. Das Einmischen einer
vergleichbaren Menge von geschroteten Luzernecobs ins Ferkelaufzuchtfutter hatte diesbeziiglich keine
Wirkung. In zwei weiteren Versuchen wurden nicht schwanzkupierten Ferkeln pelletierte Melasseschnit-
zel in separaten Trogen vorgelegt. Dabei zeigte sich eine vergleichbare Wirkung wie bei den separat
vorgelegten Luzernecobs. Insbesondere im ersten Versuch waren bei Vorlage der pelletierten Melasse-
schnitzel deutlich weniger Schwanz- bzw. Teilschwanzverlust zu beklagen als in der Kontrollgruppe. Im
zweiten Versuch war das Schwanzbeien auch in der Kontrollgruppe deutlich geringer ausgepragt als in
vorausgegangenen Versuchen. Dennoch konnte auch hier ein positiver Effekt der separaten Vorlage
beobachtet werden, insbesondere bei Teilverlusten durch Verbiss von mehr als einem Drittel der ur-
spriinglichen Lange.

Vereinbarkeit von Tierwohl und Umweltschutz in der Filitterung

Eine stickstoffreduzierte Flitterung von Mastschweinen flihrt zu einer niedrigen NHz-Konzentration in
der Stallluft (PreiBinger et al. 2013), was einerseits der Umwelt, andererseits auch dem Tier- und den
Menschwohl zugutekommt.

Da von den beiden Ausscheidungsprodukten des Schweines nur Kot ein Methanbildungspotential auf-
weist, wirkt sich eine Erhohung der Kotmasse negativ auf die Umwelt aus (WeiBbach 2011). Somit fihrt
eine Erhéhung des Faseranteils in der Ration zwar zu einer Steigerung des Tierwohls, jedoch auch zu
einer Erhdhung der Kotmasse und somit zu einer erhéhten Methanbildung.

Alle Futtermittel, die in den Betrieb importiert werden, missen gemaB der Stoffstrombilanzverordnung
bilanziert werden und letztendlich muss der Landwirt einen vorgegebenen Saldo einhalten. Insbeson-
dere phosphorreiche Futtermittel, wie Mihlennebenprodukte, die als Fasertrager eingesetzt werden,
sind hier teilweise als problematisch anzusehen. Ferner muss beriicksichtigt werden, dass klassische
Fasertrager, wie Getreidekleien, Obsttrester Sojabohnenschalen, Grascobs oder Zuckerriibenschnitzel,
die Rationen haufig verteuern. Auch auf eine mégliche Belastung mit Myotoxinen und Fusarien muss
bei Fasertrager geachtet werden (BLE 2018).

Fazit

Bei der rohproteinreduzierten Fitterung liegt eine Win-win-Situation fiir die Umwelt und das Tierwohl
vor. Verringerte N-Gehalte in der Schweinefiitterung fiihren zu geringeren NHs-Emissionen, wovon so-
wohl die Umwelt als auch die Tiere aufgrund einer besseren Stallluft profitieren. Einer faserreichen

Seite 4 19. BOKU-Symposium Tierernahrung 2021



Schneider: Beitrag der Fiitterung fiir Tierwohl und Umweltschutz bei Schweinen

Fltterung wird eine tierwohlférdernde Wirkung zugeschrieben, jedoch steigen durch den fiitterungsbe-
dingten erhéhten Kotanfall die Methanemissionen. Die derzeitigen Haltungs- und Fitterungsbedingun-
gen erlauben es dem Schwein kaum, sein art-typisches Futtersuch- und aufnahmeverhalten auszuleben.
Das Whlbedirfnis von Schweinen kann durch Grobfutter gut befriedigt werden, jedoch bilden sich bei
den gangigen Stallhaltungssystemen mit Vollspaltenboden bei héheren Einsatzmengen Schwimmschich-
ten auf der Giilleoberfldche, welche den Giilleabfluss behindern. Somit miissen bei der Fiitterung von
gréBeren Mengen an Grobfutter andere Stallhaltungs- und Gillekonzepte, beispielsweise mit Gilleschie-
ber, zum Einsatz kommen.

Aufgabe der Wissenschaft wird es sein, die teilweise konfligierenden Ziele Umweltschutz und Tierwohl
bestmdglich miteinander in Einklang zu bringen. Hierfiir ist eine interdisziplinare und vollumfangliche
Betrachtung der Schweinehaltung in der Forschung und Praxis unabdingbar.
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Abstract

The dietary N and P supply to livestock species is of high relevance for both, undisturbed growth and
performance as well as for environmental pollution. Therefore, many experimental studies have been
carried out in recent years to identify the maximal degree of reduced N and P supply in order to minimize
N and P emissions originating from livestock husbandry. From these studies a number of endogenous
parameters were found which have to be considered as limitations for further reductions in dietary N
and P supply.

Einleitung

Wahrend die Empfehlungen zur Nahrstoffversorgung in den vergangenen Jahrzehnten sich prioritar an
den Merkmalen ungestorter Wachstumsprozesse orientierten, sind in den letzten Jahren als weiteres
Beurteilungskriterium vermehrt Umwelteinfliisse, die durch tierische Ausscheidungen vermittelt werden,
in den Fokus kritischer Diskussionen gekommen. In dieser Diskussion nehmen die N- und P-Ausschei-
dungen unter unterschiedlichen Aspekten eine zentrale Rolle ein. Bei den N-Ausscheidungen sind vor
allem die aus der Tierhaltung stammenden NHs-Emissionen zu nennen, die seit 2005 zu ca. 95% bei
hoher Konstanz den liberwiegenden Anteil an der Gesamtemission von NH3 ausmachen. Die Bedeutung
dieser Ausscheidungen ist vor allem in der Entstehung der hoch Klima-wirksamen Stickstoffoxide (NOx)
zu diskutieren. Bei den P-Ausscheidungen steht die Gewdsser-Eutrophierung im Mittelpunkt der Diskus-
sionen.

Wahrend die friiheren Versorgungsempfehlungen der Gesellschaft flir Erndhrungsphysiologie (GfE 1987)
fir Rohprotein und Lysin auf der Basis der Bruttogehalte im Futter angegeben wurden, sind auf der
Grundlage einer erheblich verbesserten Erkenntnislage in den gegenwartig giiltigen Versorgungsemp-
fehlungen (GfE 2006) die praecaecal verdaulichen Aminosauren implementiert worden. Fiir P wurde der
urspriinglich analytisch definierte Begriff des ,intestinal verfiigbaren P (IVP)" (GfE 1987) durch den
»verdaulichen Phosphor" ersetzt (GFE 2006). Ausgehend von den gegenwdrtig noch gliltigen Versor-
gungsempfehlungen werden bereits seit einigen Jahren nachdriicklich Fitterungskonzepte entwickelt
und diskutiert, die eine weitere Reduktion der Versorgung zum Ziel haben.

Fiitterungskonzepte mit reduzierten N- und P-Aufnahmen

Ein ressourcenschonenderes Fiitterungskonzept fiir Mastschweine unter besonderer Bertiicksichtigung
von Tierwohl- und Klimaschutzaspekten und unter der Neubewertung von Wechselwirkungen zwischen
Mineralstoffhaushalt und des Intermediarstoffwechsels bei reduzierter N- und P-Flitterung in der Praxis
zu etablieren, ist eine Herausforderung fiir die Tierhaltungsregionen.
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In den Veredelungsregionen missen tierhaltende Betriebe ihre Nahrstoffiiberschiisse zwingend ab-
bauen. Vor dem Hintergrund der Diingeverordnung (DlingeVO) und der von den Betrieben zu erstellen-
den Stoffstrombilanz ist es besonders wichtig, die Nahrstoffausscheidungen durch die Tiere mdglichst
gering zu halten. Insbesondere bei schweinehaltenden Betrieben besteht hoher Handlungsbedarf. Ein
nahrstoffeffizienteres Fltterungskonzept kann einen wesentlichen Beitrag zur Reduktion der Ausschei-
dungen leisten. Da N und P zugleich essenzielle Elemente fiir Stoffwechsel und Wachstum sind, stellt
die N- und P-Versorgung der Tiere Uber die Ration einerseits ein zentrales Element fiir den Erhalt des
Tierwohls dar und hat andererseits (iber die N- und P-Ausscheidungen besondere Relevanz im Hinblick
auf Klima- und Umweltschutzaspekte.

Eine Uberversorgung mit Proteinen fiihrt zu einer starken Belastung des Stoffwechsels der Tiere, zu
hohen Stallemissionen und zu hohen Ausscheideraten. Daraus ergeben sich Uberhéhte N-Frachten in
der Gille mit den bekannten Folgen fiir die Umwelt. Sojaextraktionsschrot als der immer noch klassische
Proteintrager im Schweinefutter wird im groBen Umfang importiert mit den entsprechenden klimatischen
Folgen bedingt durch den Anbau und den Transport aus Ubersee. Aus der Herkunft der eingesetzten
Futterproteine, die in der Regel durch Sojaimporte gedeckt werden, ergeben sich weitere negative Kli-
mafolgen. Demgegeniiber muss bei N-reduzierten Rationen eine ausgepragte Stimulation der Futterauf-
nahme berticksichtigt werden.

In den vergangenen Jahren sind Studien durchgefiihrt worden, die vor allem den Einfluss reduzierter
Rohproteingehalte in den Rationen auf gastrointestinale Parameter gepriift haben. So konnten Chen et
al. (2018) in vergleichenden Untersuchungen mit Rohproteingehalten von 18, 15 und 12% bei wach-
senden Schweinen zeigen, dass Stérungen der ilealen Barrierefunktion erst in der niedrigsten Versor-
gungsstufe zu dokumentieren waren. Dies wurde durch Expressionsstudien der wichtigsten ,tight
junction®™ Proteine gezeigt. In dieser Gruppe war auch die Schleimhautarchitektur, die iber Zottenlange
und Krypttiefe erfasst wurde, beeintrachtigt. Dagegen ergaben sich Hinweise, dass die mikrobielle Ge-
meinschaft in Proben des Ileums bei einem Rohproteingehalt von 15% giinstig beeinflusst wurde. In
einem dhnlichen Versuchsansatz an drei Altersgruppen von Schweinen konnten Yu et al. (2019) die
deutlichsten Effekte auf die intestinale Morphologie, die Sekretion von gastrointestinalen Hormonen
sowie verschiedene MessgréBen der mikrobiellen Gemeinschaft ebenfalls erst in der niedrigsten Versor-
gungsstufe zeigen. Bei moderater Reduktion des Rohproteingehaltes in der Ration konnten keine gesi-
cherten Effekte auf gastrointestinale Parameter und das Wachstum der Tiere nachgewiesen werden.
Auswirkungen einer moderaten Reduktion des Rohproteingehaltes auf die Insulinsensitivitdt konnten
Zhang et al. (2018) zeigen. Diese Studien zeigen beispielhaft, dass weiterer Forschungsbedarf besteht,
um Grenzen in der Rohproteinversorgung bei wachsenden Schweinen zu definieren.

Ebenso muss die bisher (ibliche P-Zufuhr Uber die Fltterung iberdacht werden. Einerseits missen die
fiir einen guten Knochenbau erforderlichen Mengen unbedingt gewahrleistet sein, andererseits miissen
angesichts eines prozentualen Anteils von ca. 20% des Gesamtkdrperbestands an P in den Weichgewe-
ben auch fir P intermedidre Effekte berilicksichtigt werden. So konnten Just et al. (2018) an renalen
und intestinalen Geweben von Absetzferkeln zeigen, dass bei Absenkung des Gehaltes an verdaulichem
P unter die gegenwartig glltigen Versorgungsempfehlungen u.a. immunologische Faktoren beeinflusst
wurden, die bei lokalen Immunantworten relevant sind. Nicht benétigte P-Uberschiisse verbleiben in
der Giille. Die besondere Rolle von P wird auch dadurch unterstrichen, dass Rohphosphate zu den
weltweit knappsten Ressourcen gehdren und je nach Herkunft durch Cadmium oder andere Schwerme-
talle belastet sein kénnen.

Im Zuge der absoluten drangenden Notwendigkeit zur deutlichen Reduktion der Néhrstoffgehalte in den
Mischfuttermitteln fiir landwirtschaftliche Nutztiere, insbesondere fiir Mastschweine, ist die praktische
Umsetzung zwar weit fortgeschritten, d.h. aktuell werden im groBen Umfang stark N- und P-reduzierte,
z.T. auch sehr stark N- und P-reduzierte Mischfutter eingesetzt. Die DLG-Empfehlungen sehen hierbei
immer eine parallele Absenkung der N- und P-Gehalte in den Rationen vor. Im Hinblick auf sehr stark
P-reduzierte Futter kommen aber aus der Praxis deutlichste Bedenken, die Gefahren fiir die Skelettge-
sundheit bei zu deutlich ausgepragter Reduktion der P-Gehalte sehen. Bislang fehlen allerdings beglei-
tende Untersuchungen, die die Auswirkungen auf die Tiergesundheit (v.a. Skelettgesundheit)
wissenschaftlich exakt erfasst und fiir die Praxis beurteilt haben. Es fehlt an einer differenzierenden
Darstellung hinsichtlich der besten Variante fiir die praktische Fiitterung im Feld, d.h. kann man den
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DLG- Empfehlungen fiir eine stark oder sehr stark N- und P-reduzierte Fiitterung folgen oder erfordert
es eine Kombination beider Varianten. Dies muss im Detail gepriift werden, zumal auch Wechselwirkun-
gen zwischen Intermediar- und Knochenstoffwechsel zu berticksichtigen sind. Diese Wechselwirkungen
stellen ein hoch aktuelles Forschungsgebiet dar, zu dem bislang nur wenige Daten aus Studien an
Schweinen verfligbar sind. Untersuchungen an wachsenden Ziegen konnten eindeutig zeigen, dass von
einer Reihe von Wechselwirkungen zwischen N- und Mineralstoffhoméostase auszugehen ist (Elfers et
al. 2015, Wilkens et al. 2018).

Gleichwohl fehlt es an einfachen diagnostischen Markern, die jeder in der Tierhaltung beschaftigten
Person die Moglichkeit eréffnen, die jeweils bestmdgliche Variante einer Nahrstoff-reduzierten Fiitterung
auf die im Bestand vorliegende Situation (Zuwachs, Tiergesundheit etc.) optimal im Sinne von Tierschutz
und Umweltschutz anzupassen. Daraus folgt, dass eine am Tierwohl und am Umweltschutz orientierte
Tierhaltung nur durch ein hohes MaB an Professionalitat sichergestellt werden kann. Unter diesem Blick-
winkel kommt den folgenden im DLG Merkblatt 418 formulierten MaBnahmen zur Umsetzung stark und
sehr stark reduzierter N/P-reduzierter Fiitterungsverfahren eine besonders hohe Bedeutung zu.

Ubersicht 1: Empfohlene MaBnahmen zur Umsetzung stark und sehr stark N/P-reduzierter Fiitterungs-
verfahren

Futterung nach Bedarf

- RegelmaBige Leistungskontrollen

- Beachtung aktueller Versorgungsempfehlungen
Futteruntersuchungen und -optimierungen

- standardmaBige Untersuchung von selbst erzeugten und Zukaufskomponenten
Futtercontrolling

- Vergleich von Futterberechnung und Futteranalyse

- Abgleich der tatsachlich verbrauchten Futtermengen und Leistungsdaten
Futter- und Fiitterungshygiene

- Anwendung aller MaBnahmen fir eine gute Futterhygiene vom Feld bis zum Trog
Optimale Futteraufbereitung

- Kontrolle von Vermahlung, Homogenitat etc.
Bei Einsatz von Nebenprodukten

- Kontrolle auf Nahrstoffschwankungen, Trockensubstanz und Hygiene
Optimale Wasserversorgung

-> Kontrolle der Technik und der Verbrauche, regelmaBige Wasseranalysen
Funktionssichere Futterungstechnik

- RegelmaBige Kontrolle und Wartung
Futterungstechnik richtig einstellen

- Futteraufnahme Uberprifen, Futterverluste minimieren

Quelle: DLG Merkblatt 418
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Die Aufzucht von Larven der Schwarzen Soldatenfliege (Herme-
tia illucens) und Emissionen

Greenhouse gas emissions during black soldier fly larval development in re-
lation to different feeding substrates

Christoph Sandrock!, Christina Walter!, Jens Wohlfahrt!, Sergej L.
Amelchanka?, Michael Kreuzer?, Florian Leiber!

LFiBL, Departement fiir Nutztierwissenschaften, Frick, CH
2 ETH Zirich, Agrovet Strickhof, Lindau, CH

Abstract

Insect protein derived from black soldier fly larvae (BSFL) is considered a prime alternative for replacing
conventional diet components in aquaculture and monogastric livestock feed. A dual agronomic sustain-
ability improvement may be provided via more efficient nutrient recovery from food-production side-
streams and thereby mitigating ongoing depletion of marine and terrestrial resources. However, reliable
empirical data on ecological footprints of BSFL reared on different by-products, key estimates for com-
parative sustainability assessments, are scarce. Using open circuit respiration chambers, we continu-
ously quantified greenhouse gas emissions over replicated entire cycles of BSFL development relative
to insect biomass gain. Two distinct feeding substrates, based on high fibre (A) versus well digestible
(B) pre-consumer food waste types, were compared using identical feeding regimes. As expected, feed
conversion ratios were lower and BSFL biomass gain higher in substrate B, yet insect survival did not
differ between treatments. CO2 emissions were similar between treatments, whereas CH4 and N20
production was higher for feeding substrate A and B, respectively. For both treatments, feeding events
and actual developmental stage had major impact on specific emission profiles. Although separate as-
sessments revealed that substantial parts of the detected emissions can be attributed to associated
microbes, these must be considered intrinsically coupled with corresponding production systems. The
magnitude of overall emitted CO2 equivalents appears to be relevant and comparable to other mo-
nogastric livestock. Since BSFL-based protein is primarily focus of alternative feed applications, our study
highlights that accounting for insects as an additional trophic level is not possible at zero ecological cost.

Hintergrund

Insektenbasiertes Eiweiss ist aktuell viel diskutiert als alternative Proteinquelle fiir monogastrische Nutz-
tiere und flr die Aquakultur, da sie idealerweise mit Abfallprodukten aus Lebensmittelindustrie, Gastro-
nomie, Schlachthéfen oder gar Fakalstoffen gefiittert und damit - theoretisch - wichtige Liicken in
Nahrstoffkreisldufen geschlossen werden konnten. Gleichzeitig wiirde dies beitragen, den Bedarf an
Ackerfriichten (v.a. Soya) und Fischmehl in der Tiererndhrung zu reduzieren, was ein wesentlicher Bei-
trag zur 6kologischen Nachhaltigkeit in der Nutztierhaltung und Aquakultur sein kénnte (Schader et al.,
2015; Bruni et al., 2020). Es darf dabei aber nicht (ibersehen werden, dass vorlaufig beschriebene
okologische Uberlegenheit von Insektenprotein zum Beispiel {iber Fleisch von Monogastriern (Oonincx
& de Boer, 2012) fir Lebensmittel gelten kann, nicht jedoch fiir Futtermittel, da fiir diese nur gegen
pflanzliche Produkte (oder Fischmehl) verglichen werden kann, welche in der Tierernahrung zum Einsatz
kommen.

Eine der am starksten beachteten Insektenarten ist in diesem Kontext die Schwarze Soldatenfliege
(Hermetia illucens). Fiitterungsversuche mit Geflligel (Maurer et al., 2016; Leiber et al., 2017; Gasco et
al., 2019) und Fischen (Stadtlander et al., 2017; Renna et al., 2017; Bruni et al., 2020) zeigten eine
hohe Aquivalenz mit Sojakuchen bzw. Fischmehl. Allerdings zeigt sich, dass die Larven der Schwarzen
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Soldatenfliege (BSFL) relativ hohe Substratanspriiche haben und nicht auf jedem Nahrboden gleich
effizient gedeihen (Bava et al., 2019, Spranghers et al., 2016).

Das zeigt die Relevanz eines angemessenen Life-Cycle-Assessments (LCA) um die substratbezogenen
Ressourcen, vor allem aber auch die bei der Larvenaufzucht entstehenden Gase mit Treibhauspotential
zu quantifizieren und in die 6kologische Effizienz einzubeziehen. Eine in diesem Zusammenhang vielzi-
tierten Studie von Oonincx et al. (2010) hat BSFL jedoch gar nicht explizit untersucht, und bei einer
Reihe anderer Insekten auch lediglich Momentaufnahmen innerhalb des relevanten Entwicklungszyklus
auf einem einzigen Futtersubstrat betrachtet. Eine Extrapolation, wie oft vorgenommen, erscheint fiir
BSFL aufgrund mehrerer spezifischer Besonderheiten allerdings fraglich. Allein die Vielfalt und Konzent-
ration des Mikrobioms in Substraten und Larven bei der Produktion von BFSL (Wynants et al., 2019;
Bruno et al., 2019) ist ein Grund, von hoher Atmungsaktivitat und auch anaerobem Stoffwechsel mit
entsprechender Gasbildung auszugehen. Aktuell gibt es jedoch nur wenige empirische Daten zu Treib-
hausgasemissionen aus der Aufzucht von BSFL (Mertenat et al., 2019; Ermolaev et al., 2019). Diese
Publikationen basieren zum Einen auf Experimenten im Labormassstab, deren Extrapolation auf realis-
tische Produktionsbedingungen schwierig erscheint, zum Zweiten scheinen die experimentellen Metho-
den und die Nahrstoffbilanzen in diesen Studien nicht in allen Punkten zu iberzeugen. So ist zum Beispiel
die Aussage, BSFL wiirden kein Ammoniak (Ermolaev et al., 2019) oder kein Methan (Bava et al., 2019)
emittieren, empirisch falsch (Green & Popa, 2012).

Das Fehlen valider Daten zum Treibhausgas-Beitrag von BSFL macht auch verlassliche Modellberech-
nungen schwierig; gleichzeitig wird dieses Thema aber in entsprechenden Publikationen schlicht igno-
riert. Auch aktuellste LCA zu BSFL berticksichtigen die direkten Treibhausgasemissionen der Larven und
Substrate nicht (Bosch et al., 2019; Salomone et al., 2017; Smetana et al., 2016; 2019), weisen aber
auch nicht auf die Problematik hin. Dadurch wird eine Dimension der 6kologischen Nachhaltigkeit fir
die Produktion von Insektenprotein derzeit weitgehend ausgeblendet, die bei der Nutztierhaltung ei-
gentlich von héchster Prioritdt ist: die direkte Emission von Treibhausgasen als Resultat von Verdauung,
Stoffwechsel und Atmung. Ohne entsprechende Zahlen von der Nachhaltigkeit von Insektenproteinen
zu sprechen, insbesondere, wenn diese als Futtermittel eingesetzt werden sollen, erscheint fragwirdig.
Vor diesem Hintergrund wurde das nachfolgend beschriebene Experiment durchgefiihrt, welches zum
Ziel hatte, die Gasbildung bei der Produktion von BSFL in einem realistischen Produktionsmassstab,
basierend auf verschiedenen Substraten und (iber den vollen Mastzyklus der Larven kontinuierlich zu
quantifizieren und zu analysieren.

Material und Methoden

Larven der Hermetia illucens wurden vom sechsten Lebenstag an fiir 14 Tage (womit mind. 60% der
Larven das Prapuppenstadium erreicht hatten) in voll klimatisierten Respirationskammern zur Messung
der Gasbildung gehalten. Zwei verschiedene Nahrsubstrate wurden mit jeweils drei Durchlaufen getes-
tet. In jedem Durchlauf wurden drei Boxen mit je 10'000 Individuen zusammen in einer Respirations-
kammer gemessen. Damit waren die statistischen Einheiten fiir die Gasmessung N=3 (Durchlaufe) und
fur die Stoffbilanzen in Substrat, Restsubstrat und die Erhebungen zu life-history und Larven-Biomasse
N=9 (Boxen). Die Kammern waren klimatisiert auf 27.5°C und 50% Luftfeuchtigkeit. Ein stdndiger Gas-
wechsel von 0.1 m3/min gewahrleistete eine stabile Luftzusammensetzung. Die Fltterung der Larven
fand diskontinuierlich an den Tagen 1 (1800g FM/Box), 4 (2500g FM/Box), 7 (3000g FM/Box) und 10
(2200g FM/Box) statt, wobei die gesamte Futtermasse auf einmal in die Mitte der Box platziert wurde.
Die zwei Substrate wurden aus den gleichen Komponenten durch unterschiedliche Proportionen so ge-
staltet, dass eines mdoglichst reich an Rohfaser (A) und das andere mdglichst reich an leicht verdaulichen
Nahrstoffen war (B). Die Komponenten wurden nach Frischmasse in den Substraten A und B wie folgt
eingesetzt: Bananen (A: 30%, B: 10%), Apfeltrester (A: 15%, B: 5%), Mohrentrester (A: 15%, B: 5%),
Rote Beete Trester (A: 15%, B: 5%), Biertreber (A: 15%, B: 45%), Pasta (A: 10%, B: 30%). Die
Trockensubstanz wurde flir beide Substrate auf 24% eingestellt. Der Rohproteingehalt unterschied sich
deutlich (A: 9%; B: 14,4%). Jedes Futtersubstrat wurde in einer einzigen Charge aus den gleichen
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Einzelkomponenten hergestellt, portioniert eingefroren und jeweils ca. 12h vor der Verfiitterung bei
Raumtemperatur aufgetaut.

In Zu- und Abstrom der Respirationskammern wurden CO2 und CH4 kontinuierlich bestimmt. Mindestens
viermal taglich wurde zudem in Einzelmessungen N20O in Zu- und Abluft bestimmt. Die Biomasse der
Larven, ihre Anzahl (Schatzung) und Einzelgewichte wurden zu flinf Zeitpunkten bestimmt, ausserdem
wurde an Tag 15, nach Abschluss der experimentellen Durchliufe, die Uberlebensrate geschétzt.

Um die durch den Insektenmetabolismus selbst erzeugten Treibhausgasemissionen von rein mikrobiell
erzeugten naherungsweise differenzieren zu kénnen, wurden die beiden Komponenten Futtersubstrat
und verbliebenes Restsubstrat, sowie deren Kombination, jeweils ohne Larven fiir 24 Stunden in den
Respirationskammern untersucht. Dazu wurden, basierend auf den gleichen Futtersubstraten, andere
Larven 7 Tage lang separat und unter gleichen Bedingen (Dichte, Klima, vorheriges Fiitterungsregime)
gemastet, bis sie vom entsprechenden Restsubtrat separiert wurden.

Alle Futter-, Larven- und Restsubstratproben wurden zunachst eingefroren und dann gefriergetrocknet
und gemahlen. Anschliessend wurde diese nass-chemisch auf absolute Trockensubstanz, C/N-Gehalte,
Rohasche. Rohfett sowie auf ADF und NDF Gehalte untersucht. Ammoniak-Emissionen wurden indirekt
Uber die N-Massenbilanzen eruiert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Uberlebensrate zwischen den beiden Substraten war gleich gut (A: 92.5%; B: 93.0%), das Larven-
wachstum unterschied sich jedoch erwartungsgemass; es war besser mit Substrat B (Abbildung 1). Die
Futterkonvertierungsrate war entsprechend ebenfalls besser auf Substrat B (5.3) als auf Substrat A
(8.2). Die Futterkonvertierungsrate kann technisch nicht direkt mit jener von Gefliigel, Schweinen oder
Rindern verglichen werden, da die Larven ja im Futter leben. Die technisch exakte bedarfsoptimierte
Einstellung der Rationen stand nicht im Fokus dieses Experimentes. Zudem war der Rohfasergehalt
wesentlich héher, als fiir Monogastrierrationen Ublich, und fiir die eingesetzten Rationen ware ein Ver-
gleich mit Wiederkduern eher angezeigt.
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Abbildung 1. Dynamik der Biomasse flr Larven der Hermetia illucens auf einem eher rohfaserreichen (A,
schwarze Kurven) und einem eher rohfaserreduzierten (B, graue Kurven) Substrat. Durchgehende, gestrichelte
und gepunktete Kurven reprasentieren aufeinanderfolgende Replikate der einzelnen Respirationskammer-Messun-
gen; Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichungen zwischen den 3 Larven-Boxen innerhalb dieser statisti-
schen Replikate.
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Dennoch zeigen die COz2-Kurven (Abbildung 2) deutliche Peaks, jeweils einen Tag nach Fiitterung, die
nach zwei Tagen wieder abfielen, was darauf schliessen lasst, dass ein grosser Anteil des verdaulichen
Futters dann jeweils bereits verdaut und verstoffwechselt war. Damit muss angenommen werden, dass
mit den eingesetzten Rationen keine Konkurrenzfahigkeit der Hermetia illucens mit landwirtschaftlichen
Wirbeltieren in Bezug auf die Futterverwertung gegeben ist.

0.5
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(D 2 3-@ 5 6{3} 8 9@ 11 12 13 14 Tage
Abbildung 2. Kohlendioxidemissionen aus Produktionseinheiten der Hermetia illucens auf einem eher rohfaserrei-
chen (A, schwarze Kurven) und einem eher rohfaserreduzierten (B, graue Kurven) Substrat. Durchgehende, ge-
strichelte und gepunktete Kurven reprasentieren aufeinanderfolgende Replikate der einzelnen
Respirationskammer-Messungen. Das gemessene CO2 ist nicht differenziert nach Larven und Substrat. Einge-

kreist auf der x-Achse sind die Tage der Futterzufuhr.

Die in Abbildung 2 dargestellten CO2 Mengen stammen aus Substrat und Larven, beziehungsweisen den
jeweils assoziierten Mikroorganismen. Die separate Messung von Substratboxen in den Respirations-
kammern ergab, dass ein erheblicher Teil des CO2 auch ohne Larven gebildet wird (ca. 16 bzw. 40%)
und damit nur 60% (A) bzw. 84% (B) direkt den BSFL zuzuordnen sind.

Beim gemessenen Methan (Abbildung 3) zeigte sich ein deutlicher Peak jeweils ca. 24 Stunden nach
Fiitterung. Ausserdem fand sich ein Effekt des Substrates im Sinne einer hoheren Methanbildungsrate
bei grésserem Rohfaseranteil. Hier ergab sich, dass die Methanbildung quasi vollstandig auch ohne
Larven gemessen wurden, also den fibrolytischen Mikroorganismen im Substrat zuzuordnen sind. Ten-
denziell (gemittelt iber alle Replikate) war die Methanbildung in Anwesenheit der Larven sogar niedri-
ger, was durch deren mechanische Aktivitat und die damit einhergehende Unterbindung anaerober
Bereiche plausibel erscheint. Insgesamt ist das Substrat, also die Kombination von Futter und Restsub-
trat und entsprechende Zusammensetzungen und Dynamiken der Mikrobiota aber ein systemischer Be-
standteil der Produktionseinheit und folglich misste immer die gesamte gebildete Gasmenge (CO2 und
CHa4) in entsprechenden LCA zur Anwendung kommen.

Auch die Lachgasemissionen (nicht abgebildet) zeigten starke Peaks jeweils etwa einen halben Tag nach
der Fitterung. Hier war es Substrat B, welches zu wesentlich héheren Konzentrationen flihrte.

Die Gasmengen pro kg gebildeter Larven-Biomasse betrugen fiir CO2 2.12kg (A) und 1.63kg (B), fir
CH4 49g (A) und 26g (B) und fiir N20 314mg (A) und 424mg (B). In CO2-Aquivalente aufsummiert war
der Betrag 3.44kg fiir Substrat A und 2.41kg flir Substrat B. Gemessen z.B. an der direkten CO2 und
CH4 Ausscheidung je kg Lebendgewicht bei Mastrindern (Renand et al., 2019) sind diese Mengen zwar
deutlich weniger als 20%, aber sie sind nicht verschwindend gering. Die deutlich hhere Methanbildung
bei hdherem Faseranteil des Substrates gibt Grund zur Annahme, dass die Methanbildung auch in der
Praxis genau dann ansteigen wird, wenn weniger hochwertige, Abfall-basierte Substrate verwendet
werden. Letzteres sind aber die in Europa denkbaren Optionen, wenn die Insektenproduktion zum Nahr-
stoffrecycling genutzt werden und nicht in Futterkonkurrenz zu Gefliigel und Schwein stehen soll.
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Ein Ansatz zur relativen Reduktion der Treibhausgasbildung kénnte eine friihere Ernte der Larven sein,
da diese in ihrem letzten Stadium nicht mehr an Biomasse zulegen (im Gegenteil), sondern vor allem
noch Fettreserven bilden (Liu et al., 2017), welche nicht in der Hauptsache erwiinscht sind und den
Insekten lediglich als Energiereserven fiir die anstehenden Puppen- und Adultstadien dienen (Sheppard
et al., 2002). So kdénnte durch eine verkiirzte Mast das Verhaltnis Proteinbiomasse zu Treibhausgasen
positiv beeinflusst werden.
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Abbildung 3. Methanemissionen aus Produktionseinheiten der Hermetia illucens auf einem eher rohfaserreichen
(A, schwarze Kurven) und einem eher rohfaserreduzierten (B, graue Kurven) Substrat. Durchgehende, gestri-
chelte und gepunktete Kurven reprasentieren aufeinanderfolgende Replikate der einzelnen Respirationskammer-
Messungen. Das gemessene CH4 ist nicht differenziert nach Larven und Substrat. Eingekreist auf der x-Achse sind

die Tage der Futterzufuhr.

Die hier prasentierten Daten unterliegen Einschrankungen in Bezug auf die Wahl der Substrate und die
technologischen Verfahren, wie zum Beispiel die Feuchtigkeit. Dennoch ist diese Studie wesentlich um-
fassender und praxisndher als andere den Autoren bekannte Studien zur Gasbildung bei Hermetia il-
lucens. Sie zeigt, dass die Bildung von CO2, CH4 und N20 in nicht zu vernachlassigenden Raten
stattfindet. Die Bildung von Treibhausgasen im Larven-Substrat-Gemisch bei der Produktion von Insek-
ten muss also bei der Bewertung der 6kologischen Nachhaltigkeit von Insektenprotein berticksichtigt
werden. Wichtig ist zudem, dass diese Werte bei der Verwendung als Lebensmittel mit denen fiir die
Produktion von Fleisch oder Eiern verglichen werden missen; wenn das Insektenprotein jedoch als
Futtermittel vorgesehen ist, missen sie addiert werden, was die grundsatzliche Nachhaltigkeit von in-
sektenbasiertem Futter eher unwahrscheinlich macht.

Schlussfolgerungen

Die Futterzusammensetzung, die Fiitterungszeitpunkte und das Entwicklungsstadium haben deutlichen
Einfluss auf die Bildung klimarelevanter Gase im Larven-Substrat-Gemisch bei der Produktion von BSFL.
Insbesondere Methan und Lachgas sind offensichtlich von der Futterzusammensetzung abhdngig und
kénnen im Wesentlichen wohl mikrobieller Aktivitét zugeordnet werden, welche jedoch als intrinsisch
mit entsprechenden Produktionssystemen gekoppelt angesehen werden miissen. Die Grdssenordnung
der Treibhausgasbildung in CO>-Aquivalenten ist als relevant und dem Monogastrier vergleichbar einzu-
schatzen. Eine relativ friihere Ernte der Larven vor Erreichen des letzten Larvenstadiums, um hohe
Proteinanteile zu erzielen, kénnte die relative Treibhausgasbildung signifikant reduzieren. Etliche tech-
nische Aspekte, wie Feuchtigkeit, Substrattiefe und allfdllig vorteilhafte Mikroben-Innokulationen, be-
dirfen der weiteren gezielten Erforschung. Generell wird deutlich dass die Produktion von BSFL-
basiertem Insektenprotein nicht zum dkologischen Nulltarif méglich ist.
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Aquakultur — Umweltauswirkungen und Tierwohl

Aquaculture — environmental impact and animal welfare

Helmut Wedekind
Bayerische Landesanstalt flir Landwirtschaft, Institut flr Fischerei, Starnberg, DE

Abstract

Environmental issues and animal welfare are the major topic in aquaculture production. During the last
decades, significant changes in diet composition took place, e.g. improvement in technology (extrusion),
leading to optimized protein and energy content and a striking improvement in feed conversion ratio.
Recently, an ongoing development to replace fishmeal and fishoil by plant components to protect natural
resources can be observed.

Another important issue in aquaculture is animal welfare. Numerous research effords take place to
evaluate the welfare situation in different species and production systems, mainly focusing on perfor-
mance, external and physiological parameters, fish health, and animal behavior. At present, several
concepts and parameters concerning animal welfare are used. In this presentation different methods
and indicators for the determination of fish welfare and results on the evaluation in different systems
and steps of production are given. However, further investigations and evaluations are necessary in this
context. The consideration of animal welfare is immediate on behalf of the fish farmer, because under
good conditions the fish show low diseases, morbidity rates and mortality, but on the other hand a high
product quality.

Einleitung

Aspekte des Tierwohls und der Umweltauswirkungen der Aquakultur stehen derzeit im Mittelpunkt des
wissenschaftlichen und auch offentlichen Interesses. Insbesondere bei intensiveren Formen der Binnen-
aquakultur, wie der Aufzucht von Salmoniden (Regenbogenforellen, Bachforellen und Saiblinge), werden
inzwischen in der Fischzuchtpraxis Uber die Fischfiitterung zahlreiche MaBnahmen zur Reduzierung der
Umweltauswirkungen umgesetzt. Hinsichtlich des Tierwohls laufen nationale und internationale For-
schungen zur Beurteilung und auch zur Umsetzung erarbeiteter wissenschaftlicher Grundlagen in die
Praxis.

Umweltauswirkung und Fiitterung

In der modernen Fischproduktion carnivorer oder omnivorer Arten werden ausschlielich hoch verdau-
liche, emissionsarme Futtermittel eingesetzt und in vielen Betrieben wird eine Behandlung des Ablauf-
wassers zur Entnahme partikuldrer Substanzen praktiziert (z.B. Wedekind & Résch 1997, Wedekind
1998, Wedekind & Gothling 2000, Hamers et al. 2003, Sindilariu 2007, Reiter et al. 2008). Die Emissio-
nen durch Ausscheidungen der Fische werden bereits bei der Formulierung und Verabreichung der in-
dustriell hergestellten, extrudierten Trockenmischfuttermittel berlicksichtigt. In den vergangenen
Jahrzehnten konnte der Futtereinsatz pro erzeugter Fisch-Biomasse quasi halbiert und die Emissionen
geldster Stoffe (v.a. Phosphor- und Stickstoffverbindungen) signifikant verringert werden (z.B. Brinker
2005).

In der heutigen Forschung und Entwicklung zu Aquafeeds steht die Rohstoffverfligbarkeit und insbe-
sondere die 6kologischen Folgen des Einsatzes von Fischmehl und Fischdl im Mittelpunkt. In diesem
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Zusammenhang wurden zahlreiche Untersuchungen zum Einsatz pflanzlicher Rohstoffe als alternative
Protein- und Lipidquellen durchgefiihrt. Dabei kommt sowohl der Qualitat und Verdaulichkeit der pflanz-
lichen Proteine, als auch dem Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFA, besonders DHA und
EPA) eine besondere Bedeutung zu (Greiling et al. 2017). Auch die Nutzung von Insekten als Fischmeh-
lersatz oder Algen als Quelle flir Omega-3-Fettsduren (n3-PUFA) und Proteine, stdBt auf immer gréBeres
Interesse (z.B. Sarker et al. 2020). Neben den wirtschaftlichen Aspekten und den klassischen Parame-
tern der Tiererndhrung, wie die Verdaulichkeit der Rohstoffe, spielen dabei vor allem auch Emissions-
fragen eine wichtige Rolle (Miaolo et al. 2020).

Tierwohl in der Fischhaltung

Wie in anderen Bereichen der landwirtschaftlichen Tierhaltung nimmt auch in der Aquakultur in Teichen
und Anlagen die Relevanz des Themas ,Tierwohl* zu. Inzwischen gibt es eine ganze Reihe von For-
schungsprojekten zum Thema, in denen die unterschiedlichen Verfahren der Aquakulturproduktion so-
wie verschiedene Verfahrensschritte der Fischaufzucht, des Fischtransports und der tierschutzgerechten
Schlachtung untersucht wurden.

Bereits bei der Aufzucht wirken zahlreiche Umweltfaktoren auf das Tierwohl der Fische ein. Im Rahmen
der guten fachlichen Praxis, sollten den Fischen optimale Wasserbedingungen (insbesondere Wasser-
temperatur und Sauerstoff) gegeben werden, zumal nur unter diesen Bedingungen eine normale Fut-
teraufnahme und ein optimales Wachstum sowie eine gute Fischqualitat zu erreichen ist. Im Rahmen
der fachgerechten Fischhaltung gehort die Erfiillung dieser Haltungsanspriiche zu den Selbstverstand-
lichkeiten der ordnungsgemaBen und auch leistungsfahigen Tierhaltung.

Haufig wird die Besatzdichte als wesentlicher Einflussfaktor auf das Tierwohl angesehen. Es ist wenig
bekannt, dass in der Fischhaltung eine zu geringe Individuendichte bei verschiedenen Fischarten zu
sozialen Interaktionen, verbunden mit dem Dominanzverhalten vorwiichsiger Fische fiihren kann. Fisch-
populationen neigen grundsatzlich zu einem Auseinanderwachsen, was letztendlich zu den genannten
Auswirkungen im Fischverhalten fiihren kann. Die Folge kann eine ungleichmaBige Futteraufnahme und
—verwertung sein (Holm et al. 1990), was letztendlich das Auseinanderwachsen und den damit verbun-
denen chronischen Stress fiir die kleinen Fische verstarkt (z.B. Keferloher et al. 2018). Aus diesem Grund
wird in der intensiven Aquakultur zumeist eine relativ hohe Besatzdichte in den Haltungseinheiten an-
gestrebt. Bei guter Sortierung (gleichmaBiges Besatzgewicht) zeigen Fische unter diesen Bedingungen
ein natirliches Schwarmverhalten, welches in der Verhaltensforschung als nicht-individualisierter Ver-
band bezeichnet wird. Unter diesen Bedingungen zeigen Fische ein gleichmaBigeres Wachstum, sofern
die Fitterung bzw. Futterverteilung gleichmaBig erfolgt. Zur Sicherstellung einer optimalen Umwelt flr
jeden Einzelfisch ist unter diesen intensiven Produktionsbedingungen die Sauerstoffversorgung/-zufuhr
besonders bedeutsam. Bei der intensiven Fischhaltung geht es also weniger um den zur Verfiigung
stehenden Raum (Flache, Volumen), sondern insbesondere um eine optimale Wasserqualitat. In der
Praxis werden diesen Anforderungen durch eine optimierte Durchstrdomung der Haltungseinrichtungen
bei maximaler Sauerstoffversorgung Rechnung getragen.

Tierwohl-relevante Verfahrensschritte in der Fischhaltung

In der Aquakultur und auch in der Fangfischerei gibt es im Rahmen des Produktionsprozesses bzw.
Fangs zahlreiche Situationen, die mit Belastungen fiir die Fische verbunden sind. Neben dem Fang bzw.
der Abfischung, gehort das Sortieren und Transportieren der Fische dazu. Es ist unstrittig, dass die
damit verbundene Ballung der Individuen sowie insbesondere die Herausnahme aus dem Wasser zu
einem akuten Stressgeschehen bei den Fischen flihren. In der Praxis sind zahlreiche MaBnahmen (iblich,
die eine Reduzierung dieser Belastungen sowie die Vermeidung von Schaden zum Ziel haben. Die Abfi-
schung erfolgt mdglichst schonend, der Fang mit Netzen und Keschern aus geeigneten Materialien, die
Schleimhautverletzungen verhiten, und der Transport mit Fisch-schonenden Fischpumpen oder Gber
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langere Distanzen in speziellen Transportbehaltern mit optimaler Reinsauerstoffversorgung. Belastun-
gen treten auch bei der Halterung von Fischen vor der Schlachtung auf. Dabei handelt es sich um eine
Haltung ohne Fitterung, die zum Zweck der Zwischenaufbewahrung vor der Vermarktung durchgefiihrt
wird. Halterungsbecken sollten so beschaffen sein, dass keine Verletzungen durch das Material (Boden-
und Wandoberflache) entstehen kénnen. Die Besatzdichte kann sehr hoch sein, was durch ausreichende
Sauerstoffversorgung und Frischwasserzulauf ausgeglichen werden kann. Bei der Schlachtung finden
zwangslaufig akute Stresssituationen durch das Herausfangen, die Entnahme aus dem Wasser und
durch die Betaubung statt. Tierschutzrechtlich zugelassene Betdubungsmethoden sind in Deutschland
der Kopfschlag, die elektrische Durchstromung und (nur bei Salmoniden) die CO>-Betdubung. Dass die
Handhabung und die Schlachtung von Fischen aus der Ruhe heraus und méglichst schonend erfolgen
sollte, ist in der fischereilichen Praxis gut bekannt, zumal stark gestresste Fische eine verminderte
Fleischqualitat aufweisen kdnnen.

Wie lasst sich das Tierwohl bestimmen?

Die Beurteilung des Tierwohls ist Uber verschiedene Gesundheits-, Verhaltens- und Stressindikatoren
moglich. In der fachgerecht durchgefiihrten Aquakultur wird das Wachstum der Fische durch regelma-
Bige Kontrollwiegungen ermittelt. Die Bestimmung der Fisch-Biomasse dient der Leistungskontrolle hin-
sichtlich der Verwertung des eingesetzten Futters. Gesunde Fische zeigen eine glinstige
Futterverwertung (FQ um 1,0) und eine gute Fischgesundheit. Im Unterschied zur landwirtschaftlichen
Tierproduktion in Stallen gelingt es insbesondere in der Teichwirtschaft nicht, pathogene Bakterien und
Parasiten von den Fischen vollstdndig fern zu halten. Fische zeigen aber eine hohe Fahigkeit zur Abwehr
dieser Krankheitserreger, wenn die Haltungsbedingungen optimal sind. Der Fischziichter kann Abwei-
chungen von dieser guten Haltungssituation anhand verschiedener, duBerer Krankheitssymptome fest-
stellen, indem er das duBere Erscheinungsbild (Schleimhaut, Farbung) beurteilt. Weitere Mdglichkeiten
zur Beurteilung des Tierwohls bei Fischen ist die Beurteilung des Verhaltens, der Fischkondition sowie
verschiedener physiologischer Parameter. In gut geflihrten Fischzuchten werden zudem die Fischver-
luste sorgsam dokumentiert und als Informationsquelle flir eventuelle Mangel in der Fischhaltung her-
angezogen.

Unter chronischer Belastung zeigen Fische verschiedene auBere Symptome wie Hautbeldage, Augentri-
bungen, Hautverfarbungen bzw. —rétungen sowie verschiedene Organveranderungen (Kiemenschwel-
lung, Magen- und Darmschleimhautveranderungen). Akute Stresssymptome bei Fischen sind
blutunterlaufene Hautpartien, die insbesondere am Maul sowie an der Kdérperunterseite auftreten kon-
nen. In der Folge weisen akut gestresste Fische haufig auch flachige Hautverschleimungen und einen
massiven sekundaren Ektoparasitenbefall auf.

Tierwohlindikatoren lassen sich auch aus der Ethologie ableiten. Bei der Beurteilung des Fischverhaltens
sind jegliche Abweichungen vom normalen Schwimmverhalten Indikatoren fiir Probleme mit dem Tier-
wohl. In den Ecken der Haltungseinheit stehen, Schwimmen an der Oberflache oder am Boden der
Behaltnisse, dicht gedrdngtes Stehen am Wassereinlauf sind Anzeichen dafiir. Bei einigen Fischarten
kdnnen auch stereotype Verhaltensweisen, wie das nervése Auf- und Abschwimmen an Glasscheiben,
transparenten Behalterwandungen etc. beobachtet werden. Akute Anzeichen fiir einen zu geringen Sau-
erstoffgehalt oder zu hohen Kohlendioxidgehalt im Haltungswasser sind Verdnderungen im Respirati-
onsverhalten — Fische zeigen dann eine erhdhte Atemfrequenz, abweichendes Schwimmverhalten, und
im Extremfall eine Notatmung an der Wasseroberflache. Darlber hinaus sind Abweichungen in der Fut-
teraufnahme (geringe Appetenz) sowie starke Aggressionen und Kannibalismus (Flossenbeifen) Anzei-
chen fiir andauernden Stress. Es sei an dieser Stelle betont, dass derartige Symptome auch im Rahmen
des normalen Fortpflanzungsverhaltens (z.B. bei Salmoniden in der Laichzeit) auftreten kdnnen. Die
Bewertung ethologischer Parameter ist jedoch unbedingt artspezifisch vorzunehmen. Das Normalver-
halten im Freiwasser lebender, schwarmender Forellen in durchflossenen Anlagen unterscheidet sich
beispielsweise grundlegend von dem Afrikanischer Welse in der Warmwasseraquakultur.

Die Beurteilung des Tierwohls bei Fischen ist auch lber stressassoziierte, physiologische Parameter zu
bestimmen. In der Forschung haufig untersuchte Indikatoren sind z. B. der Gehalt von Glukose, Laktat,
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Serotonin oder Cortisol im Blut oder Blutserum. Diese Parameter haben jedoch den Nachteil, dass sie
lediglich am gefangenen Tier mittels Blutentnahme zu bestimmen sind. Eine neuere Methode ist die
Bestimmung der Cortisolausscheidung der Fische in das umgebende Wasser (Sadoul et al. 2019). Mit
Hilfe eines ELISA-Verfahrens ist es seit einigen Jahren mdoglich geworden, Cortisol im Ablauf von Hal-
tungseinrichtungen fir Fische zu bestimmen. Dadurch entstand die Mdglichkeit, die Reaktion von Fi-
schen auf Stress ohne weitere Beeintrachtigung oder Stérung des Tieres zu bestimmen. Untersuchungen
haben ergeben, dass sich die Stressbelastung von Fischen durch die Messung der Cortisolkonzentration
im Ablaufwasser von Haltungseinrichtungen und insbesondere bei ManagementmaBnahmen (Fiitterung,
Fang, Sortieren) gut beschreiben lasst (z.B. Liibke et al. 2014). Unter Praxisbedingungen mit groBen
Haltungseinheiten und Wasserdurchlauf fiihrt diese Methodik allerdings zu ungenauen Ergebnissen (Me-
riac et al. 2017).

Bewertung des Tierwohl in der Praxis

Obwohl also grundlegende Erkenntnisse zur Bestimmung des Tierwohls bei Fischen vorliegen, existiert
eine Reihe von Problemen in diesem Zusammenhang. Besonders wichtig ist es zu erkennen, dass hin-
sichtlich verschiedener Indikatoren eine hohe Artspezifitat zwischen verschiedenen Fischarten herrscht.
Kaltwasserfische wie Forellen und Saiblinge sind anders zu beurteilen als Karpfen oder die in der Warm-
wasseraquakultur aufgezogenen Welse und Zander. Hinzu kommt, dass in der Aquakultur sehr unter-
schiedliche Haltungsformen, wie z.B. die Teichaufzucht und die Haltung in Becken (blich ist. Die dabei
auftretenden, zum Teil sehr unterschiedlichen Besatzdichten und Intensitatsniveaus stellen ein Grund-
problem bei der Beurteilung des Tierwohls bzw. bei der Nennung fester KenngréBen dar. Fir viele
Haltungsformen und Fischarten fehlen Messdaten zur Normalsituation, so dass die Beurteilung des Ti-
erwohls auf das duBere Erscheinungsbild, physiologische Parameter, die Fischgesundheit sowie die Ver-
lustsituation beschrankt ist. Derzeit laufen an verschiedenen Einrichtungen intensive Forschungen zur
Ermittlung weiterer Kriterien und Indikatoren. Bisher existieren verschiedene Konzepte, wie das Fish
Welfare Assurance System (FWAS) von Kiessling et al. (2012) oder das von Stien et al. (2013) entwi-
ckelte Salmon Welfare Index Model (SWIM), die sowohl Parameter der Haltungsumwelt, als auch am
Fisch gemessene Indikatoren, wie das Exterieur (z.B. Flossenzustand), enthalten.

Die Beriicksichtigung des Tierwohls durch den Fischhalter ist in seinem unmittelbaren Interesse, da die
Fische nur unter guten Haltungsbedingungen geringe Erkrankungsraten und Verluste sowie eine hohe
Produktqualitat aufweisen.
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Abstract

Recent intensification in European agricultural production is accompanied by serious environmental
trade-offs questioning the sustainability of current specialized production systems for both all arable
cash crops and animal products. Under the temperate conditions of North-West Europe, ruminant-based
integrated crop-livestock systems are considered as a strategy towards ecological intensification. This
is the background for the interdisciplinary project: “Eco-efficient pasture-based milk production” estab-
lished in 2016 at Kiel University’s research farm Lindhof in Northern Germany. The project aims at
fulfilling relevant ecosystem services linked to dairy systems: high quantity and quality of agricultural
commodities; low nutrient surpluses, a low carbon footprint and contributions to agro-biodiversity. Four-
year data are presented based on a 98 spring-calving Jerseys/crossbred dairy herd on a former all-
arable farm as an alternative to traditional specialized systems. Measurements include: forage yield and
quality, nitrogen fluxes, as well as milk production and quality. The results illustrate the capability of a
rotational ley grazing system to provide both a high milk performance per ha combined with low envi-
ronmental footprints and additionally offer significant yield benefits for the arable crops in the crop
rotation.

Introduction

Based on the severe problems of too high nutrient surpluses (N, P) that can be observed in specialized
dairy farms in NW Europe, system solutions (beyond technical options) have to be developed that ensure
an efficient reduction in the farm gate and regional nutrient surplus, while also generating an appropri-
ate income to the farmer. These prices shall, however, be not entirely based on market prices, but also
account for the added values that derive from the provision of ES (ecosystem services) linked to agri-
cultural activities. The overall driver behind this approach is the hypothesis that future dairy systems in
Europe have to be in line with ethical, social and environmental standards set by the (urban) society
ending up in the CAP and boundaries set by the carrying capacity of the planet. However, in order to
pursue this systems approach, an adequate quantification of the entirety of ecosystem services that are
affected by agricultural practices is required to identify

i.) priorities with regards to which ES are most adversely affected and thus are most vulnerable,

ii.) to which degree do different agricultural practices contribute to their deterioration and

iii.) what additional costs are imposed on the farmer by adhering to a more ecosystem friendly produc-
tion system that should be compensated for with different payment schemes.

Grass based dairy systems: environmental trade off’s in the lowlands and in
the alps

Classifying grass based dairy systems in central and NW-Europe roughly ends up in two categories: (i.)
Grass based systems in the foothills and alpine regions being in line with the concept of producing food
from animal origin (dairy products and beef) exclusively in so called ‘ecological leftover areas’ (Garnett,
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2009; R&os et al., 2017). This term identifies those agricultural regions of the world, being not suited
for arable cropping and thus representing not a land use competition for direct human nutrition (e.g.
cereals, legumes, sugar beets). Additionally, these grass based dairy systems are mostly relying on long
term permanent grassland with a high potential in carbon sequestration and botanical diversity due to
moderate management intensities on calcareous soils and higher radiation (Taube & Pdétsch, 2001;
Buchgraber et al., 2011; Deltedesco et al., 2018; Schaub et al., 2020). Higher altitude and as a conse-
quence higher precipitation is allowing high production levels of grassland while avoiding negative en-
vironmental effects like soil erosion or significant nitrate leaching to the ground water. It can be
concluded that these grassland areas are an outstanding source for high quality dairy products being in
line with most relevant ES in the future. (ii.) Grass based dairy systems in the continental lowlands (e.g.
Brittany, The Netherlands, Northern Germany, Denmark) are also characterized by a high farm special-
ization towards milk production, but mostly based on a combination of grass and maize feeding including
a high share of imported concentrates and high inputs of mineral fertilizers resulting in high milk pro-
duction per ha as well as a high nitrogen and phosphorus surplus per ha and per tonne of milk, respec-
tively. While the contribution of mostly moderately managed (high share of organic farming) permanent
grassland in the alps to ES is nearly exclusively positive, the contribution of grass/maize systems is often
adverse in typical lowland dairy regions due to environmental problems related to nitrate leaching as
well as greenhouse gas (GHG) emissions. The typical soils where dairy systems are allocated in the
lowlands since the 1970ies are sandy or peat soils, which are often locally adjacent within a typical dairy
farm with the forages from the grassland are growing on drained peat soils while the maize is growing
continuously on the sandy soils which are both not economically attractive for cash crop production.
These systems worked economically fine for some 30 years as long as environmental burdens where
not of relevance in the society and in environmental legislation as well, but nowadays political pressure
towards environmental sound production systems is evident in the EU and will become even more
evident in the future (“green deal”). The environmental problems associated with the sandy soils are
much too high nitrate leaching loads to the groundwater and to rivers, lakes and oceans as well, ex-
ceeding the thresholds given by the EU Nitrate Directive and the EU Water Framework Directive (WFD)
in the above mentioned dairy regions in European lowlands. These problems are primarily associated
with too high nitrogen fertilization levels to forage maize (Wachendorf et al., 2004; Schrdder et al.,
2013) and the lack of cover crops during winter (Eriksen et al., 2008). Beyond reduced mineral nitrogen
fertilizer levels a switch from continuous maize towards crop rotations including one or two year leys
might be an effective solution in terms of solving the nitrate problem (Svoboda et al., 2015), as the root
length density in temporary grassland exceeds those of maize by factor three and thus ensuring highest
nitrogen uptake rates during an exceeded growing season of grass compared to maize (Loges et al.,
2018). However, these options are often not attractive for farmers as yield performance and yield sta-
bility of maize is higher compared to grass on sandy soils. Thus, a mixed approach of reduced nitrogen
input (sometimes reduced stocking rate) and/or crop rotations including temporary grassland seems to
be most promising in order to be in line with the thresholds given by the WFD. The role of grass/grass-
clover mixtures is thus evident on sandy soils for an environmental friendly dairy system including a low
nitrogen footprint. The situation on peat soils is even more crucial related to current climate policies
aiming either to reduce greenhouse gas (GHG) emissions from soils or to enhance carbon sequestration
in soils. Drained peat soils, which are mostly representing intensively managed permanent grassland as
a source for milk production are hot spots in terms of soil borne GHG emissions. Soil borne emissions
exceeding 15 tons of CO2 equivalents ha year! (Eickenscheidt et al., 2015, Poyda et al., 2016) have
been reported for intensively managed drained peat soils in north-west Germany. The visible conflict of
climate policies in the EU on the one hand and the role of dairy systems located on peat soils on the
other hand indicates that the future design of the EU Emissions Trading System (EU ETS) and the
foreseeable incorporation of the agricultural sector will be the drivers for land use systems on peat soils
during the upcoming decades. The EU ETS is a cornerstone of the EU's policy to combat climate change
and its key tool for reducing greenhouse gas emissions cost-effectively. Calculating the costs given in
ETS units of flooding these peat soils instead of continuing the current intensive land use results in a
quite low break-even point in favour of restoration of natural peat soils with a sink function for CO2
(Albrecht et al., 2017). As a consequence, it has to be concluded that in the lowlands neither sandy
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soils nor peat soils can be addressed as prominent ‘ecological leftovers’ for dairy systems like grass
based dairy systems in mountain regions can be — this might become an ecological and ethical burden
for too intensively managed typical lowland dairy regions in the future. While farm specialization towards
dairy occurred in the 1970ies on sandy soils and peat soils not suited for cash crops like winter wheat,
oilseed rape and sugar beets, those crops are now the backbone of specialized cash crop farms located
in regions with better soils, often managed without any livestock. After a buffering time of four decades
of this type of specialization characterized by very close crop rotations (e.g. oilseed rape, winter wheat,
winter wheat) and high inputs of mineral fertilizers and pesticides, the ecological consequences are also
evident. Growing only very few crops in a crop rotation do not offer a sufficient level of different func-
tional trait response diversity for ecosystem functioning with the consequence of increasing pest and
weed pressure and thus limited transfer of breeding progress to farm level. While the breeding progress
in terms of yield is evident for all above mentioned cash crops (significant linear trend exceeding 1%
per year for each crop) in Germany, there is no significant yield increment documented from the statis-
tical data on farm level for cereals and oilseed rape (Laidig et al., 2014). It can thus be concluded, that
recent intensification in European agriculture has raised environmental and sustainability questions,
many of which are related to the increasing simplification of agricultural systems.

Cows back to arable regions? The role of temporary grassland

Based on the evidence given above and the fact that the carrying capacity of livestock is attained or
sometimes even exceeded in many landscapes in the lowlands, increasing diversity at all scales of farm-
ing is considered as a strategy to enhance sustainability, with one promising tool being the re-strength-
ening of mixed crop-livestock systems (Ryschawy et al., 2012). Under the maritime conditions of
Northern Germany, we thus hypothesize that ruminant-based mixed farming systems in former special-
ized all arable regions are a promising alternative to specialised systems offering sufficient income for
farmers on a high production level on the one hand and environmental benefits for the society on the
other hand. The paradigm behind this approach is the ecological intensification of farming systems
(Kleijn et al., 2018). A central piece in this puzzle for agricultural ecosystem functioning are at least two
years lasting ley systems (grass-clover-herb mixtures). Ley systems offer those traits regarding func-
tional response diversity, which are lacking in both specialized systems mentioned above: providing
nitrogen from legume nitrogen fixation and thus ensuring high production levels; long lasting habitat
structures for pollinators within a vegetation period, high root length densities in upper soil layers and
tap roots in the subsoil with high levels of carbon input to the soil resulting in enhanced carbon seques-
tration and low levels of nitrate in the leachate. With respect to ruminant nutrition, pasture is considered
a cheap and environmentally friendly forage source (Dillon et al. 2008; Rotz et al. 2009). This all to-
gether is the background for the interdisciplinary project: “Eco-efficient pasture-based milk production”
that started in 2016 at Kiel University’s research farm Lindhof in Northern Germany. The project focusses
on a whole-farm approach to provide high amounts of energy and protein rich forages from biodiverse
pastures, while simultaneously reducing nutrient surpluses and the carbon footprint. We thus analyse
the potential of pasture-based milk production on grass-clover leys to strengthen sustainability of an
organic arable crop rotation by comparing the main agronomic and environmental performance indica-
tors of the experimental farm to those of the average performance of almost 1°000 dairy farms of the
North German state of Schleswig-Holstein (S-H) as reported by the Landwirtschaftskammer S-H (2019).

Project “Eco-efficient pasture-based milk production: Materials
and methods

At the Lindhof research farm (N 54°27 E 9°57; mean air temperature 8.7°C; mean annual precipitation
785 mm) a pasture-based dairy herd of 98 spring-calving Jerseys was introduced in 2016 to make use
of 7 ha permanent grassland and 55 ha organic grass clover leys grown in rotation with arable crops.
Grass-clover swards at Lindhof are used as two-year leys and are established by under-sowing winter
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spelt in the preceding year with a seed mixture consisting of 20 kg ha' Lolium perenne, 2 kg ha'
Trifolium repensand 6 kg ha! Trifolium pratense. Grasslands and leys in walking-distance to the milking
parlour were grazed at least 8 times per year with one cut for bailed silage in between. Swards outside
of that range were cut 4 times per year for silage. No additional nitrogen was applied to grass clover,
all organic manures produced during winter were used for fertilizing 56 ha organic cash crops. Forage
yield was determined using a rising plate meter and hand sampling, forage quality was determined
using NIRS spectroscopy. Nitrate leaching to groundwater was determined weekly by ceramic suction
cups during the winters 2016/17 to 2018/19 and analysed for NO3 concentrations. The volume of drain-
age water was calculated by a general climatic water balance model.

First results and discussion

Table 1 relates the performance of forage and milk production achieved at the experimental farm Lind-
hof to those of the currently dominant milk production systems of Schleswig-Holstein which is charac-
terised by all year indoor-feeding and the use of Holstein-Frisians. Despite of a 37% lower cow live
weight and 70% less concentrate feeding, the grazing-based Jersey cows at Lindhof reached 80% of
the average annual milk yield of consulted dairy farms at 6907 kg ECM. Using intensive rotational grazing
in combination with reduced concentrate feeding at Lindhof lead to 37% higher milk yields produced
from forage compared to the S-H average. Compared to the typical forage production based on silage
maize and grass silage the intensive grazing system at Lindhof lead to 38% reduced production costs
per unit metabolisable energy (ME) and 36 % lower production costs per kg of energy corrected milk
(ECM). Due to the symbiotic N2-fixation by in the grass-clover swards, Lindhof is independent of external
N-fertiliser input, while the average dairy-farm bought in 123 kg ha of mineral N fertiliser. On average
the 944 considered specialized dairy farms of S-H showed a critical high N-balance per ha forage area
with a surplus of 168 kg N.

Table 1. Economic results and nitrogen balance (2017/18) of the experimental farm Lindhof compared to the aver-
age of 944 dairy farms consulted by the chamber of agriculture of Schleswig-Holstein

1. average of consulted 2. Lindhof (2. relative to 1.)

Parameter Unit dairy farms (n = 944)

Annual Milk yield kg ECM cow? 8601 6907 (80 %)
Milk solids (fat + protein) kg cow! year?! 661 539 (82 %)
Concentrates fed kg cow! year! 2538 770 (30 %)
Live weight* kg cow? 680 430 (63 %)
Performance per kg cow live weight kg ECM kg! 12.6 16.1 (127 %)
Milk from forage kg ECM cow! 3195 4386 (137 %)
Milk yield per unit forage area** kg ECM ha'! 13345 11009 (82 %)

Production costs per unit metabolisa-

_1 o
ble energy (ME) ctM) 1.71 1.06 (62 %)

Total feeding costs ct kg ECM 22.22 14.31 (64 %)
Forage costs ct kgt ECM 13.22 9.15 (69 %)
Concentrate costs ct kg ECM 9.00 5.16# (57 %)
Forage area mineral N input kg N ha't 123 0

Forage area N-balance*** kg N ha'! 168 88 (52 %)

* estimated value for black and red Holsteins,

** including imported feed,

*** farm-gate nitrogen balance of farm area dedicated to dairy production,
# produced organically

High rates of grass clover Na-fixation in combination with relative low N-exports via milk and meat are
the background for the high surplus of 88 kg N per ha forage area at Lindhof. Exports of all manure
(equivalent to 60 kg per ha) to the 56 ha organic cash crops results in 15% improved cash crops yields
compared to unfertilised fields and in a whole farm N-balance of 18 kg per ha, which is far below the
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threshold values for Germany and constitutes unavoidable N-losses. With leaching in Northern-Germany
being restricted to winter, Figure 1 shows the Nitrate-N- leaching losses over winter for differently
managed grasslands and leys at Lindhof as the average over three leaching periods. Averaged across
the total forage production area, nitrate concentrations in leakage to the groundwater remained at 12
mg NOs I far below the EU-threshold value of 50 mg NOs I'*. As expected, grazing experienced higher
NOs losses compared to cutting. Within grazed leys, leaching losses increased with the age of the
swards. On average there were no significant differences between permanent grasslands and leys. The
relatively low nitrogen losses of grazed swards can be explained with lower sward clover contents on
grazed compared to cut swards.

Conclusion
30
- 50 £
—_ S Legend:
i 25- &3,_ 1c: Permanet grassland
_CCB - 40 @ 4 x cut for silage
201 @) 2g: Permanet grassland
Z ©) 8 x grazed, 1 x cut for silage
(@)) - 30 8 3c: Grass clover, 1stproduction year,
\x_, 15; . 4 x cut for silage
= 4qg: Grass clover, year of establishment
Z. 104 a _? - 20 é after cereal harvest 2 x grazed
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Figure 1 Over winter Nitrate-N-leaching losses to the groundwater across differently managed grasslands and leys
at Lindhof (average over 3 leaching periods 2016/17 to 2018/19)
Different lower-case letters indicate significant differences at P<0.05.

The high milk yields at very low costs and almost no nitrate losses show the capability of a rotational
ley grazing system to be economically competitive at reduced environmental burdens. The findings
underline the strength of ruminant-based crop-livestock systems based on temporary grassland in the
lowlands as a tool towards ecological intensification under the temperate conditions of Northern Ger-
many. Beyond permanent grassland in the alps in in the lowlands as well temporary grassland is seen
as a promising part in a ‘green deal’ policy of the EU.
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Abstract

The use of sustainable production systems will be crucial to meet the demand for agricultural products.
Agriculture, livestock and forestry integration have proved to improve productivity with more efficient
use of resources. In livestock, integrated systems have been mostly used to increase animal productivity
by restoring pasture yields and to improve animal welfare. For agriculture, IS increase productivity by
improvements in the soil’s physical, chemical and biological properties and the interruption of biotic
cycles of weeds, pests and diseases. Integrated systems presented positive carbon balance and im-
proved soil and water conservation. Furthermore, gains in productivity and efficiency provided by IS
have reduced the pressure over native vegetation and minimized the competition for land use. Inte-
grated systems can be indicated as a strategy to promote sustainable intensification in agriculture.

Introduction

Sustainable intensification addresses one of the major challenges in food production, which is to increase
agricultural yields with less pressure on the environment in existing areas (Garnett et a/., 2013). There-
fore, technologies that the provide highests productivities with lower environmental impact will be cru-
cial worldwide in order to meet the increasing demand for food, bioenergy and wood products without
compromising the natural resources. The intensification of agriculture production through mixed/inte-
grated systems has been demonstrated to be a viable technology for this purpose. According to Balbino
et al. (2011), this production strategy integrates different systems — agricultural, livestock and forestry
— within the same area, using mixed, rotation, or succession cultivation, aiming at the synergies among
the components within the agroecosystem. Such a systems can be adopted by all types of farmers and
implemented in different combinations, e.g. crop-livestock - CL (agropastoral/mixed systems), crop-
forestry - CF (agroforestry systems), livestock-forestry - LF (silvopastoral systems) and crop-livestock-
forestry — CLF (agrosilvopastoral systems). Crop-livestock integration has been used since 17th century
in Europe to increase agricultural production. However, most likely, the intensive use of fertilizers and
mechanization reduced the need for integration (Lemaire et a/,, 2014). In Brazil the use of integrated
systems began with cattle grazing the stubble of irrigated rice crops, a model resulting from the influ-
ence of European immigrants. In the 1970s research evolved and integration included soybean and
maize together with pastures and by 1990 the forest component was incorporated into these systems
(Rio Grande do Sul, 2017).

Presently, integrated systems in Brazil totals an area of 11.5 Mha. Among ranchers, CL has been the
most adopted system (83%), followed by CLF (9%), LF (7%). Within the group of crop farmers 99%
adopt the CL system, 0.4% CLF and 0.2% CF (Skoroupa & Manzatto, 2019). In the Cerrado region the
integration of annual crops such as corn, sorghum and soybeans with pasture stand out as the main
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viable alternative to recover the extensive area of degraded or low productivity pastures. (Vilela et al.,
2018). The tree component is an advancement in crop-livestock integration and it takes place in the
initial phase of implementation of the system, usually with agriculture (Pulrolnik et a/. 2019).

The objective of this manuscript is to demonstrate the impact of sustainable intensification through
integrated systems (IS) on agriculture, livestock and the environment with special emphasis on results
in research in the Cerrado region of Brazil.

Impact on agricultural production

In pasture-based livestock, integrated systems have been mostly used to increase animal productivity
by restoring pasture yields. One of the first advantagens of using IS, regardless of the arrangement
(Figure 1.), is the economic aspect. Since there is a residual effect from the annual crop fertilization, no
additional fertilizer is needed to establish the integrated pasture. Moreover, the income from grain or
silage sale (corn and sorghum mainly) partially or totally offsets the pasture establishment costs (Yoko-
yama et al, 1999). After harvesting the grains, within 60 days the pasture can already be used for
animal feeding still in the same crop season.

Oct Nowv Dec Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep
| | | | | | | | | | | |
- Rainy period - Dry period -
| Maize or sorghum intercropped with grass >| Livestock

Maize or sorghum intercropped -

| Soybean > with grass [ Livestock
No-till of annual

[ Soybean and perennial | Livestock
forages

[ Soybean > | Livestock

Oversown with annual and Grass affer
perenmnial forages soybean harvest

Figure 1. Potential arrangements of integrated crop-livestock systems in the Cerrado region (Adapted from Vilela
et al. 2018)

The case of the Santa Terezinha farm is an example of a ranch that gradually adopted the CL aiming at
renewing pastures (Vilela et al., 2001). In 1983, this property carried out a cow-calf operation in a
pasture area of 1,014 hectares, with a herd of 1,094 heads (stocking rate of 1.1 head ha). From 1985
on the farm started gradually to allocate pasture areas for grain production in IS. As a result, by 1996
the initial stocking rate increased three-fold and the area needed to support a herd of 1,200 heads
reduced 64%, with the remaining area being used for crops. Such gains can be attributed to the recov-
ery of soil fertility, associated with the use of grasses with greater forage production potential. According
to Pedreira et al. (2018) average improvement in beef productivity (raising to finishg) under IS, on a
yearly basis basis, has been around four-fold (730 kg of live weight ha) in relation to the traditional
livestock (150-230 kg live weight ha) in Brazil. According to Martha Junior et al. (2007) meat production
potential on pastures established on high productivity grain crops areas, without maintenance fertiliza-
tion in the livestock phase, can vary from 600 kg LW ha to 1200 kg LW ha! in the first year, from 360
kg LW ha™ to 540 kg LW ha in the second year and from 270 kg LW ha™ to 450 kg LW ha in the third
year, decreasing to 135 kg LW ha! on pasture areas with 4 to 6 years of use. These figures are well
above the animal mean productivity of 75 kg LW ha! year? in degraded pasture areas. From the eco-
nomic perspective CL presented almost five-fold lower fixed costs than livestock developed on degraded
pastures and about three-fold lower than livestock developed with low technology in the Cerrado region.
The potential of silvopastoral systems (LF and CLF) also has been reported to improve forage quality
and animal production in tropical regions (Paciullo et al., 2011). In addition, it is a strategy to increase
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animal welfare (Tucker et a/., 2008) and income diversification. Santos et a/. (2018) assessed the per-
formance of Nellore heifers associated with Piatd grass traits on open pasture and two silvopastoral
arrangements with eucalypt hybrid urograndis (Eucalyptus grandis X E. urophylla) trees in the Brazilian
Cerrado. The animal average daily weight gain did not differ among treatments, however, animal
productivity per area was limited by the availability of forage dry mass in silvopastoral systems. Even
so, in the first year of pasture utilization, between 379 to 640 kg LW animal ha! were obtained in
treatmens with 715 to 417 trees per hectare, respectively. In the same experimental area Santos et a/.
(2016) found that for every 1% reduction in photosynthetically active radiation there was a decrease in
1.35% in the forage dry mass, corresponding to 42.8 kg ha~!. Therefore, when aiming at animal per-
formance, it is advised to establish a lower density of trees per area and a greater spacing between
Eucalyptus rows larger than 22m. Paciullo et al. (2011) found higher annual body weight gains per
animal (dairy heifers) and per area in the silvopastoral system with 105 trees ha™ than in a pasture
monoculture. These authors pointed outr that the silvopastoral systems benefits depend on a balance
among pasture, trees and animals due to competition for growth and production resources, such as
radiation, water and nutrients.

The use of Urochloa grasses as a cover crop for no-till is quite common in Brazil. Taking advantage of
this some crop farmers have also been adopting CL integration because of the extra income provided
by livestock in the off-season. Vilela et a/. (2018) evaluated a consortium of Urochloa grass with maize
on a crop farm which adopts forage grasses to improve soil cover for a no-tillage system, and in the
off-season, uses forage grasses for cattle feeding. The performance of bovines raised on pastures and
supplemented! with on farm by-products reached up to 0.98 kg of live weight (LW) animal*day™ and
103.2 kg of LW ha™ in just 134 grazing days. In addition, on the same area, 8.4 Mg ha of corn plus
pasture straw (cover crop) for no-till were produced, proving to be a good example of diversification
and land use intensification. This double cropping system named "off-season” cattle has been increas-
ingly implemented on agricultural farms in the country.

Agriculture benefits in several ways from the synergism of crop-pasture rotation. The consistent rise in
soil organic matter provided by pastures in CL systems (Studdert et a/., 1997) increases the efficiency
in the use of soil nutrients by grain crops when compared to single cultivation. As a result, in the long
term, there are savings in the use of fertilizers, increases in grain productivity and, consequently, a
reduction in production costs. In a long-term experiment Sousa et a/. (2007) found a 62% to 85%
increase in phosphorus efficiency use when comparing crop-pasture-rotation to soybean-corn rotation.
Another advantage of CL to agricultural production is related to nutrient release potential through straw
decomposition of corn intercropped with Urochloa. Because of that, reductions of 39% in the phospho-
rus and of 33% in the potassium reference doses at farm level did not significantly affect (p>0.05)
soybean yield (Santos et al., 2014). The effect of pastures is also evident in the yield of annual crops.
The crop-pasture rotation system improved the physical structure of the soil and increased grain yield,
which was significantly correlated with the age of the pasture that preceded the annual crops in the
rotation system. For each year of pasture in the crop area, grain yield increased by 127 kg ha (Vilela
et al 2001). Soybean yield cropped in no-till over the post-grazing residue was 24% (774 kg ha™ or 13
bags of 60 kg each) higher than that obtained in the area without Urochloa. Increases between 300
and 600 kg ha'in no-till soybean yield on maize straw intercropped with U. ruziziensis have been
frequently reported by farmers (Vilela et a/,, 2018). Due to the better soil conditions CL systems showed
greater resilience when soybean and pasture yields were less affected by drought and frost over the
years of assessment in a long term experiment (Salton et al,, 2014).

Finally, research has desmonstraed that the increase in agricultural productivity in CL integration sys-
tems results from the interaction of several factors especially the improvement in the soil’s physical,
chemical and biological properties and the interruption of biotic cycles of weeds, pests and diseases
(Vilela et al., 1999, Costa, 2003, Kluthcouski et a/., 2003, Ikeda et al., 2007).

1From the twentieth day of grazing, the animals received in feed bunks, 2.5 kg/animal supplementation composed for a mixture of soybean pre-
cleaning and corn by-products plus mineral salt with urea (66% soybean + 30% corn + 4% mineral salt.).
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Impact on the environment and natural resources

The main way in which atmospheric CO2 can be captured and stored by such a production system is
through its transformation into organic matter in the soil and into forest plant biomass. Integrated
systems with crop and pasture proved to be a good strategy to mitigate soil greenhouse gas (GHG)
emissions (Carvalho et a/., 2014). Evaluating the effect of pasture on the increase in soil organic matter
in three long-term experiments Salton ef a/. (2014) observed greater carbon (C) stock in the permanent
pasture of U. decumbens, intermediate carbon stock in the soybean-pasture rotation and lower carbon
stock in no-till farming. The CL system was very efficient in accumulating soil C and mitigating emissions
of GHG. Sant-Anna et al. (2016) also found highest carbon stocks in 22 years-old pastures under CL
systems in the Brazilian Cerrado. Sato et a/. (2017) investigated the nitrous oxide — N2O emissions in a
CL system compared to two continuous crop areas under conventional and no-tillage management. The
highest accumulated emissions at the end of the 146 evaluation days were observed in the area with
conventional tillage (1.8 kg N20 ha), while the emissions from the continuous crop under no-tillage
represented half of this emission (0.9 kg N2O ha!). Among the cultivated areas the lower annual cumu-
lative N2O emissions occurred in CL system (0.79 kg N20 ha), being close to that observed in the
reference Cerrado. This effect was attributed to the ability of Urochloa sp. roots to release biological
nitrification inhibitors and the reduced availability of nitrogen-N to microbial biomass, responsible for
the nitrification and denitrification, due to intense extraction of nitrogen by grazing. As a result, CL
system was suggested as a N.O mitigation agricultural practice.

The recognized role of growing trees to sequester carbon implies higher carbon sequestration in agro-
silvopastoral and silvopastoral systems. Consequently ICLF systems are of great importance to reduce
the carbon footprint generated by agricultural and livestock activities (Torres et al., 2017, Souza et al.,
2019). Souza et al. (2019) estimated the potential of IS in offsetting the GHG emissions from crops and
beef heifers within the farm gate from 2009 to 2016 in a long-term experiment. The soil carbon stock
(at 100 cm depth), carbon in the forest biomass (trunk), N2O emissions from soil and animal excreta
and methane-CH4 emissions from enteric fermentation were taken into account in the calculations. The
annual carbon balance ranged from +0,86 to +21,89 Mg COzeq ha™ for CL and CLF (417 tress ha)
systems, respectively. From the environmental point of view the results confirmed IS a positive carbon
balance technologies being a viable anternative to reduce the carbon footprint in agricultural systems.
It also indicated that only 15% of the farm production area within the ILPF system would be enough to
mitigate all GHG emissions from crop and livestock.

Regarding efficiency in the use of natural resources, rotation of annual crops and pastures is one of the
main alternatives to obtain sustainable management of soil and water in the tropics (Lal, 1991). Thus,
soil and water conservation are favored in IS. The losses of water and soil, in productive and well-
managed pastures, are substantially lower than in grain cultivation systems, both in conventional tillage
or in no-tillage. The land cover provided by pastures is usually very efficient in controlling the surface
runoff and, consequently, erosion. Any practice that increases the rate of infiltration and soil cover
reduces the loss of sediments (Thurow, 1991). In comparison to the main Cerrado crops, pastures were
the most efficient in controlling water and soil loss (Dedecek et a/., 1986). Thus, IS with pastures might
provide multiple environmental services since it can absorb many negative impacts resulting from agri-
culture intensification. Gains in productivity and efficiency provided by IS also positively impacted the
use of natural resources, reducing pressure to clear new areas of native vegetation and minimizing
competition for land use (land-saving effect). Matha Jr ef a/(2012) demonstrated that the productive
gains in Brazilian beef sector in the 1950-2006 period provided a land-saving effect of 525 million
hectares. Without this land-saving effect an additional pasture area 25% higher than the Amazon biome
in Brazil would be needed to meet the same beef production levels of 2006.

Since 2010 the Brazilian government, through the public policy “Low-Carbon Agricultural Plan” (ABC
Plan), has made considerable effort to encouraged the adoption of sustainable practices and technolo-
gies in agriculture that contribute to climate change mitigation and adaptation, either by reducing green-
house gas emissions and/or by sequestering carbon. The plan was made possible through a credit line
with low-interest rates (the ABC Program) in order to fund the implementation of low carbon agricultural
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practices such as no-till agriculture, restoration of degraded pastures, integration of crops, livestock and
forest, the planting of commercial forests, biological nitrogen fixation, and the treatment of animal
waste. Since its inception, the ABC Program has lent more than R$17.3 billion through 34,271 loans to
rural producers. Just the impact on IS expansion was estimated at 5.83 million hectars from 2010 to
2016. Taking into account the area on which all technologies were adoted from 2010 to 2018 the ABC
Plan has mitigated between 100.21 and 154.38 million Mg CO: eq., indicating that the Brazilian targets
for reducing GHG emissions till 2020 have are already met (MAPA 2020). This result was a consequence
of a joint commitment by several decision making sectors, research and extension agencies in Brazil.

Conclusion

The use of climate smart technologies such as integrated systems increases agricultural productivity
while promoting soil and water conservation, mitigation of greenhouse gases and land use saving.
Therefore, it is a viable strategy to promote sustainable intensification in agriculture.
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Abstract

Four different feeding systems were compared to evaluate their impact on the productivity and welfare
of lactating sow and piglets. This included automated ad-libitum feeding, both, without (T1) and with
an attraction portion (T2), manual ad-libitum feeding (T3), and non-ad-libitum feeding (T4). Productiv-
ity, health (n=62 sows) and behavioral indicators (n=35) were examined. Less feed disappearance per
day was observed for sows in T1 to T3 than in T4 without losing significant body condition or weight.
Piglets of sows in T1 to T3 also achieved higher piglet gain per kg of sow feed disappearance. In
addition, more piglets in T1 and T2 were without head lesions. Sows in T1, T2 and T3 spent more time
with their heads in the trough. Stereotypic behaviour was rare and not different between treatments.
To conclude, sows in the ad-libitum systems consumed as much feed as they wanted/needed without
losing body condition or compromising piglet growth. The sows also spent more time interacting with
the ad-libitum feeders, potentially extending their feeding times, which suggests sow welfare benefits.
Further research on ad-libitum feeding is suggested to elucidate additional approaches to improving
productivity, economics and welfare of lactating sows and their piglets.

Einleitung und Zielsetzung

Die Futterung laktierender Sauen erweist sich als herausfordernd flir Tierhalter*innen wie auch fiir die
Tiere. Sauen verbringen in der Natur die meiste Zeit des Tages mit Wiihlen und Suchen nach Futter
(Stolba and Wood-Gush, 1989). Dieses Verhalten kann in den heutigen Fltterungssystemen nicht erfiillt
werden, wodurch es u.a. zu Stereotypien kommen kann. AuBerdem andert sich der Nahrstoffbedarf der
Sau am Ubergang von der Tragezeit zur bzw. wéahrend der Laktation (Baxter et al., 2017), worauf bei
der Fitterung Riicksicht genommen werden muss. In der vorliegenden Studie wurden die Effekte von
vier verschiedenen Fitterungssystemen auf die Produktivitdt, die Gesundheit und das Tierwohl von
laktierenden Sauen und ihren Ferkeln untersucht.

Tiere, Material und Methoden

Auf der Farm der PennVet University Pennsylvania, USA, wurden 62 Sauen und ihre Wiirfe beurteilt, die
unter Beriicksichtigung der Wurfzahl zufallig vier Versuchsgruppen zugeteilt wurden. Es wurden eine
automatische ad-libitum-Fltterungsstrategie ohne Anlockportion (T1) bzw. mit viermal taglicher Gabe
einer Anlockportion (T2), eine manuelle ad-libitum-Fiitterungsstrategie (T3) sowie eine Nicht-ad-libitum-
Fitterungsstrategie (T4) verglichen und anhand der nachfolgend beschriebenen Parameter beurteilt.
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Zur Bewertung der Produktivitat wurden der Futterverbrauch der Sauen, die taglichen Zunahmen der
Ferkel (pro Wurf), die Ferkelzunahmen pro kg Futterverbrauch der Sau, der Gewichtsverlust der Sauen,
die Ferkelsterblichkeit und die Umrauschrate erhoben.

Als Indikatoren der Gesundheit dienten eine Gangbeurteilung der Sau sowie Lasionen an Sauen
(Schnauze, Kopf, Ohr, Schulter und Zitzen) und Ferkeln (Karpus, Kopf).

Das Verhalten von 35 Sauen wurde anhand von je 96 Stunden Videomaterial erfasst. Dazu wurden
Grundaktivitaten (Stehen, Liegen, Sitzen, Kopf im Trog) sowie orale Stereotypien mittels Teil-Zeit-Be-
obachtung im ein Minuten-Intervall erhoben.

Ergebnisse

Sauen in den ad-libitum-Systemen (T1 bis T3) hatten einen geringeren taglichen Futterverbrauch als
die Nicht-ad-libitum-Sauen (T4) (T1=6,55 kg, T2=6,55 kg, T3= 7,40 kg, T4= 10,08 kg, p<0,001). Ten-
denziell nahmen die Ferkel der Sauen wahrend der Saugezeit in T1 bis T3 mehr zu als die Ferkel in T4
( T1=8,23 kg, T2=7,83 kg, T3=7,10 kg, T4=6,92 kg, p=0,054); sie wiesen damit auch eine hdhere
Zunahme pro kg Futterverbrauch der Sau auf (T1=0,46, T2=0,45, T3=0,35, T4=0,24, p<0,001, Abbil-
dung I1).

0.8

04

0.2

Ferkelzunahme/ Futteraufnahme Sau

0.0

T1 T2 T3 T4
Futterungsregime

Abbildung 1: Box-Whisker-Plots fiir die Gewichtszunahme der Ferkel pro kg Futterverbrauch der Sau (fett gedruckte Linie: Me-

dian, farbige Box: Quartile 2 und 3 (25 %-75 %), untere und obere Linien: Minimal- bzw. Maximalwerte; T1=automatisch ad

libitum, T2=automatisch ad libitum mit Anlockportionen, T3= manuell ad libitum, T4= nicht ad libitum; unterschiedliche Buch-
staben (a, b) zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05) an)

AuBerdem wurden in T1 und T2 mehr Ferkel ohne Kopfverletzungen (p=0,006, Abbildung 2) als in T3
bzw. T4 gefunden. Umrauschrate, Ferkelsterblichkeit und Gewichtsverlust der Sauen unterschieden sich
nicht zwischen den Fitterungssystemen. Der Kopf von Sauen in T1, T2 und T3 war ldnger im Trog zu
beobachten als bei den Nicht-ad-libitum-Sauen in T4 (T1=4,3 %, T2=5,1 %, T3=5,4 %, T4=2,7 %,
p<0.001). Orale Stereotypien traten insgesamt selten auf und es gab keinen Unterschied zwischen den
Fltterungssystemen.
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Abbildung 2: Pravalenz (LSM and SEM) fiir Ferkellasionen (links) sowie fiir Ferkel ohne Kopfldsionen in den Versuchsgrupen 1
bis 4 (T1=automatisch ad libitum, T2=automatisch ad libitum mit Anlockportionen, T3= manuell ad libitum, T4=nicht ad libi-
tum) unterschiedliche Buchstaben (a, b) zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05) an)

Diskussion

Unsere Daten zeigen, dass die Sauen in den ad-libitum-Systemen fiir ein gutes Wachstum der Ferkel
passende Mengen an Futter aufnahmen, ohne dass es zu GibermaBigem Gewichtsverlust flihrte. Gleich-
zeitig wuchsen die Ferkel tendenziell besser und wiesen weniger haufig Gesichtslasionen auf. Dies deu-
tet auf eine ausreichende Milchbildung der Sauen hin, die auch zu weniger Kampfen fiihrte. Die langere
Zeit, die Sauen in den Ad-libitum-Systemen mit dem Kopf im Trog verbrachten, kann auf langere Fress-
zeiten deuten. Dies kdnnte sich positiv auf das Wohlergehen auswirken, erfordert aber fiir eine abschlie-
Bende Bewertung umfangreichere Untersuchungen, wie zum Beispiel eine Validierung anhand
physiologischer Parameter (Herzfrequenzvariabilitat).

Schlussfolgerung

Automatische Ad-libitum-Fltterungsstrategien steigerten in der vorliegenden Untersuchung die Produk-
tivitat, insbesondere die Zunahmen der Ferkel pro kg Futterverbrauch der Sau. Weitere Untersuchun-
gen, insbesondere auch auf unterschiedlichen Betrieben, hinsichtlich des Fressverhaltens und des
Ferkelwachstums pro kg Futterverbrauch der Sau sind erforderlich, um diese Ergebnisse zu bestdtigen.
Damit kann zur Entwicklung von Fiitterungssystemen beigetragen werden, die das Wohlbefinden von
Sauen und Ferkeln steigern, dabei gleichzeitig die Effizienz steigern und die Kosten senken kénnten.
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Abstract

Rare Earth Elements (REE) have been known for years as growth promoters in all kind of farm animals
in South East Asia. Two animal studies with a Lanthanide citrate (Lancer) have been performed, one in
pigs, one in a rat model, to evaluate not only the performance enhancement, but also to learn more
about slurry excretion in pig fattening. While REE in the pig study resulted in a 15% better feed con-
version ratio anticipating a corresponding reduction of faeces, the rat study demonstrated that due to
the increased digestibility under the influence of REE, faeces reduction is even more effective. It can be
concluded that this Lanthanide citrate, approved by the European Food Safety Authority as a zootech-
nical feed additive in pigs, not only enhances growth parameters, but also reduces slurry production
and therefore has a positive effect on entrophication of water bodies.

Introduction

The rare earth element mixture lanthanum-cerium-citrate (Lancer) has been approved in the EU as a
zootechnical feed additive for weaned piglets. Since the performance enhancing effect of Lancer is also
seen in rats, its influence on the apparent digestibility was tested in a digestibility study (Fritsche, 2012).
The performance-enhancing effect of Lancer in pigs was examined in a feeding experiment with weaned
piglets. By extrapolating the digestibility data from rats to pigs in combination with the performance-
enhancing effects in pigs, statements should be made about a possible reduction in manure in pig
production.

Material and methods

Rats: 3 weeks old, m/f, 2 groups a n=12 (control, Lancer 250 mg/kg feed), 6 weeks adaptation period,
2 weeks digestibility trial, collection method, 2 days balance in metabolic cage, body weight, feed intake,
apparent digestibility of energy and crude nutrients.

Weaned piglets: 192 piglets, 3 weeks old/8.7kg, m/f, 2 groups (control, Lancer 250 mg/kg feed), 42d
feeding trial, bw, bwg, feed intake, feed conversion ratio

Results

Rats: In the Lancer group, the amount of faeces was reduced (3.3% less than control), the apparent
digestibility of dry matter (+3.3%) and feed energy (+0,9%) was increased compared to control (see
table 1).

Piglets: In the Lancer group, body weight (+6.9%) and average daily weight gains (+13.2%) were
significanly increased, although the daily feed intake was 3.9% less than control. The feed conversion
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ratio was significantly decreased for 15.3% compared to control (see table 2) which shows an increase
in efficiency of feed utilization in pigs.

Table 1: Rats. Feed intake, amount of faeces, apparent digestibility of dry matter and energy (%)

feed app. digestibility  app. digestibility
intake faeces dm energy
(9/d, dm) (9/d, dm) (%) (%)
Control 319,49 73,54 76,90 80,04
Lancer 250 ppm 324,15 71,06 77,82 80,72
3,3% < control 1,2% > control 0,9% > control

Table 2: Weaned Piglets. Body weight, body weight gain, feed intake, feed conversion ratio

Average
Average Daily feed feed utiliz-

weaned piglets, bw start dO bw end d42 daily body intake (g) tion per 1 kg sz;::::;a_l
42d feeding trial (kg) (kg) weight gains 1st day — of body nce
(9) 42nd day weight gain
(kg/kg)
Control 7,95 +/- 0,50 18,812 +/- 4,08 258~ +/-92 585 +/-51 2,29 +/- 0,26 a,b:
p<0.05;
A,B:

Lancer 250 ppm 7,81 +/- 0,50 20,10° +/- 3,42 2928 +/-76 562 +/-57 1,948 +/- 0,14 p<0,01
plus 6,9% plus 13,2% 3,9% less 15,3% less

F-K app. digest (%)
— X

. digest(%) =
app. digest(%) - 100

Figure 1: Formula for calculation of apparent digestibiliy (F feed, K faeces), formula resolved for amount of faeces

Table 3: Faeces reduction depending on an improvement in the apparent digestibility of the feed

faeces reduction

daily feed in- apparent di- improvement of appa- faeces (g/d) compared to an ap-
take (g/d) gestibility (%) rent digestibility (%) parent feed digesti-
bility of 84% (%)
585 84 94
585 84,1 93 0,6
585 84,2 92 1,3
585 84,4 91 2,5
585 84,6 90 3,8
585 84,8 89 5,0
585 85 88 6,3
585 85,2 1,2 87 7,5
585 85,4 85 8,7
585 85,6 84 10,0
585 85,8 83 11,3
585 86 2,0 82 12,5
585 86,2 81 13,8
585 86,4 80 15,0

Based on a daily feed intake of 585g / animal and day and an average apparent digestibility of pig feed of 84%
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Discussion

The 1.2% improvement in the apparent digestibility of feed dry matter by Lancer in the rat, when
extrapolated to the pig using the formula for determining the apparent digestibility (see Figure 1) and
the data from the feeding experiment with piglets, results in reductions in the amount of faeces which
is shown in table 3. With a daily feed intake of 585 g/pig in control and an average apparent digestibility
of pig feed of 84% (KirchgeBner et al., 2008), this results in a daily amount of feces of 94 g/pig.
Assuming an increase in the apparent digestibility of the same forage from Lancer by 1.2% in pigs, this
results in a reduction in the daily amount of faeces by 7.5% to 87g/pig. The measured increases in
effectiveness due to Lancer in pigs suggest an even greater improvement in apparent feed digestibility
than the 1.2% measured in rats and due to this in higher faeces reduction rates in pigs.

Conclusions

In pigs, there is a strong effect of Lancer on performance parameters and an impressive improvement
of 15 % for the feed conversion ratio. Combined with data on the apparent digestibility enhancement
in the rat model, this allows to predict an even larger reduction of pig slurry under the influence of this
feed additive.
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Abstract

This study was aimed to explore the effects of citrus flavonoid (CF), vanillin (VN), and their combination
(MCFVN) on methane (CH4) production and rumen fermentation parameters under /n vitro condition.
Two consecutive incubations at 24 h were conducted using an automated gas production (GP) system,
where gas was vented at fixed pressure. Bottles (250 ml) were filled with 1.0 g of diet and 150 ml of
buffered rumen fluid. Additives were added at the dosages: 0.5mg/g DM (CF), 228mg/g DM (VN), and
the same dosage of each extract for MCFVN. In each incubation, 4 treatments were tested in 4 repli-
cations: a control (CTR; bottles without additive), plus 3 additives. Eight bottles (4/run), containing only
the buffered rumen fluid, were included as blanks. At the end of each incubation, gas samples were
collected from bottle headspace and analyzed for CH4. The proportion of CH4 lost with venting was
calculated. Fermentation fluids were analyzed for DM degradability (DMD), ammonia N (NH3-N), volatile
fatty acids (VFA) and pH. Results showed that overall there was no effect of additives on DMD (%),
Total VFA (mmol/L) and pH. Only VN reduced the NHs-N compared with CON. Both VN and MCFVN
reduced the total gas production but only CF decreased CH4 production and concentration. Therefore,
CF and VN and their combination seems to be promising substance to reduce CH4 production /n vitro.

Introduction

In ruminants CH4 production is due to microbial fermentation of feed (carbon dioxide and hydrogen) in
the anaerobic environment in the rumen and hindgut (Hristov and Jouany, 2005). Besides global warm-
ing potential of CHa4, there is a loss of 3-14% of ingested gross energy (Jouany., 2008). Diet composition
and feed intake are the main factors influencing CH4 production by ruminants. High forage diet rich in
structural carbohydrates produce more CH4 than diets with higher levels of non-structural carbohydrates
(Sauvant and Giger-Reverdin, 2009). Many /n vitro studies were aimed at evaluating effects of plant
feed additives (PFA) on rumen degradability, N metabolism, and VFA production (Hart et a/, 2008;
Klevenhusen et al, 2012). The PFA have been proposed as substitutes for chemical feed additives due
to their rumen fermentation modification potential and antimicrobial and antioxidant activities, possibly
reducing CH4 emissions (Patra and Saxena, 2010). Recently, research has begun to more carefully
investigate their use in ruminant nutrition, in an effort to enhance health and productivity of ruminant
livestock. Several in vitro studies indicate the inhibitory effect of plant extracts and essential oils (EO)
on CH4 production (Khiaosa-ard and Zebeli, 2013), but still research is needed to examine the effects
of pure compounds and their long-term efficacy. This study was conducted to explore the effects of CF,
VN, and their combination (MCFVN) on CH4 production and rumen fermentation parameters under /in
vitro condition.
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Material and methods

This in vitro trial was conducted with two sequential 24 h incubations using an automated gas produc-
tion (GP) system by Ankom technology (AnkomRFGP System, Ankom Technology®, NY, USA). Five
treatments; control (CON; bottles without additive), blank (only the buffered rumen fluid), plus 3 ex-
tracts were tested in 4 replications. Each bottle was filled with 1.0+ 0.010 g of diet (73 forage:26
concentrate), 100 ml of buffer (Menke and Steingass, 1988) and 50 ml rumen fluid. Rumen fluid was
collected by an esophageal probe (Tagliapietra et a/, 2012) from 3 dry Italian Simmental cows fed hay
ad libitum and 2.5 kg/d of concentrates (1 kg of corn grain, 1 kg of sunflower meal, and 0.5 kg of dry
sugar beet pulp) for more than 4 wks. Rumen fluid was filtered through 3 layers of cheesecloth and
mixed with buffer solution in a 1-2 ratio. The extracts were added at dosage of 0.5mg/L and 228 mg/L
for CF and VN, respectively. The same dosage of each CF and VN were added to form the MCFVN
treatment. During the experiment the gas was vented at fixed pressure. At the end of each incubation,
gas samples were collected from the bottle headspace and analyzed for CH4. The proportion of CH4 lost
with venting was calculated. At each sampling, the syringe was flushed to allow the collection of a
homogeneous sample, which was immediately injected into a 5-ml Vacuette (Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster, Austria). Gas samples were analyzed for CH4 concentrations by GC with flame ionization
detection (7820A GC system, Agilent Technologies, Milan, Italy). Two aliquots (5 ml) of fermentation
fluid were collected from each bottle and stored at —20°C until analysis of NH3-N and VFA. pH of fer-
mentation fluids was measured using appropriate electrodes (pH-Meter Crison Instruments — BASIC 20,
Barcellona, Spain). DMD was determined by filtering remaining fermentation fluid using glass crucibles
and FT 122 Fibertec™ system (Gerber Instruments AG, Effretikon, Switzerland). Statistical analysis was
performed using PROC GLM procedure in SAS (SAS Institute, 2007), considering the following model:
Yik= 4 + A+ Rj+ REPx + AR + eik. Where: j is the overall mean; Aiis the fixed effect of additive (i =
4 levels); Rjis the fixed effect of run (j = 2 levels); REP« is the fixed effect of the replicate (k = 4
replicates per run); ARjis the fixed effect of the interaction between additive i and run j; ek is the
random residual term ~N(0. 02%).

Results

The /n vitro results of DMD, pH, and NH3-N concentration are shown in Table 1. Addition of all three
extracts, CF, VN, and MCFVN showed no significant difference on DMD% and pH. The pH values were
maintained between 6.5 and 6.6 throughout incubation and no treatment differences were observed.
Although, CF and MCFVN had no significant effect on NH3-N, VN significantly decreased NH3-N concen-
tration (P < 0.01) compared with control. The CH4 and total gas production (GP) values are shown in
Table 2. The Addition of CF had no significant effects on the total GP, but it caused a significant reduction
in CH4 production (P < 0.05) and CH4 concentration (P < 0.05). Both VN and MCFVN significantly re-
duced the total GP (P < 0.001), and overall CH4 production (P < 0.01), without effecting CH4 concen-
tration (P> 0.05).

Tablel: Effects of tested plant extracts on in vitro DMD, pH, and NH3-N concentration.

Treatment? RMSEP P -valuec
Item CON vs CON vs
CON CF VN MCFVN CON vs CF VN MCFVN
DMD (%) 65.8 65.6 64.4 65.7 2.838 0.921 0.391 0.976
pH 6.61 6.61 6.58 6.59 0.043 0.954 0.304 0.566
NH3-N (mg/dl) 14.4 14.2 12.8 13.6 1.127 0.722 0.008 0.183

Total VFA conc. and molar proportion are presented in Table 3. CF caused a significant increase in the
molar proportion of iso-butyrate (P < 0.05), without having any significant effects on other VFAs profile.
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Both VN and MCFVN significantly decreased molar proportion of propionate (P = 0.001), iso-valerate (P
< 0.001), and subsequently increased butyrate (P < 0.01), valerate (P < 0.001), and A:P (P < 0.001).

Table 2: Effects of tested plant extracts and secondary metabolites on /n vitro total gas production (GP), CH4
production and CH4 concentration.

ltem Treatment? RMSEP P -valuec

CON CF VN  MCFVN CONvsCF CONvsVN CON vs MCFVN
GP
(mL/g of incubated 184 180 142 141 13.22 0.617 <0.001 <0.001
DM)
CHa4 production
(mL/g of incubated 28.8 25.8 23.9 23.2 1.961 0.019 0.003 <0.001
DM)
(Cn';"li /Cl%”ocn‘fl'ﬂtg?g;) 157 144 167 164 0915  0.028 0.147 0.153

Table 3: Effects of tested plant extracts on VFA profiles.

Treatment? RMSEP P -value®
ftem CON CF VN  MCFVN cogvas Cci/':l"s CON vs MCFVN
Total VFAs (mmol/L) 52.7 54.7 50.2 51.5 4.058 0.348 0.244 0.604
VFA (%)
Acetate 61.5 61.1 61.6 61.5 1.045 0.418 0.905 0.954
Propionate 19.6 19.6 17.5 17.5 1.104 0.980 0.001 0.001
Butyrate 14.4 14.7 16.3 16.9 1.349 0.632 0.006 0.001
Isobutyrate 2.31 3.27 2.59 2.51 0.759 0.016 0.467 0.606
Valerate 0.87 0.88 1.07 1.08 0.109 0.891 0.001 0.001
Iso-valerate 1.40 1.23 0.62 0.59 0.175 0.057 <0.001 <0.001
Acetate:Propionate 3.15 3.11 3,55 3.52 0.171 0.718 <0.001 <0.001

2CON, control; CF, citrus flavonoid (0.5 mg/g DM); VN, vanillin (228 mg/g DM substrate); MCFVN, mixture of citrus flavonid
(0.5 mg/g DM substrate) and vanillin (228mg/g DM substrate).

PRMSE, root mean square error.

¢P=value for the comparison of mean of each product with the control.

Discussion

The recent use of PFA as rumen modifier and to improve rumen fermentation efficiency by increasing
the energy channeled towards more microbial N and VFA production is a great research interest for the
animal agricultural industry and for sustainable animal husbandry (Hart et a/, 2008; Klevenhusen et al.,
2012). In current study the effects of CF, VN, and MCFVN on /n vitro rumen fermentation are contro-
versial. In the rumen the balance between protein degradation, microbial protein, absorption of ammo-
nia from rumen and detoxification by the liver via the urea cycle indicates the ammonia concentration
which is not same processor during /n vitro condition. Reduced NHs-N concentration in the rumen are
typical when protozoa and gram-positive carbohydrate fermenting bacteria are inhibited (Newbold et
al, 2015). VN possess a strong antimicrobial activity against bacteria, protozoa, and yeast (Patra and
Yu., 2014) and lead to reduction in NH3-N during /n vitro experiments. Except for NHs-N, the effects of
MCFVN was more similar to VN. It seems that higher dosage of VN could cover the effects of CF. In the
present study, all extracts showed the most interesting effects regarding the reduction in CH4 production
without decreasing /n vitro degradability and the total VFA production. Unlike the results of the present
study, Serdaj et al. (2014) and Patra and Yu. (2014) found that CF and VN, decreased the /n vitro DMD
and the total VFA concentration but increased the molar percentage of propionate. The CH4 reduction
mechanism has been suggested through two pathways (Seradj et a/, 2014). Some compounds could
indirectly reduce CH4 by interfering or reducing carbon or electron flow in the microbial food chain. In
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this case, hydrogen would not accumulate, and propionate would increase at the expense of acetate
and butyrate. Other mechanism is explained by direct toxic effect of some CH4 inhibitors on methano-
gens. Lower gas production and stable pH for different additives could be explained by anti-microbial
activity of the extracts tested in this trial. It has been suggested that flavonoids could show the antimi-
crobial effect by cleavage of the flavonoid c-ring and producing toxic phenolic acids (Schoefer et al,,
2002). This may also explain the effect of MCFVN on NHs3-N compare with VN alone. Patra and Yu.
(2014) explained that VN could be more microbiostic than microbobicidal. This could explain the change
in VFA molar percentage without changing total VFA and reduction in CH4 and NH3-N.

Conclusions

In conclusion, CF and VN and their combination seems to be promising substances to reduce CH4 pro-
duction /n vitro. Also, VN and MCFVN was able to decrease molar proportion of propionate. However,
future ruminal microbiome analysis is needed for a better understanding of the mode of action of these
plant extracts.
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Abstract

Dietary manipulations carry a relevant potential to mitigate emissions from dairy cows. Optimized N
provision in feed can reduce NH3 and N2O emissions and use of specific feed additives can suppress
methanogenesis and thereby reduce enteric CH4 production. In the current study we investigated the
potential of a commercially available phytogenic feed additive to reduce emissions of dairy farms. Emis-
sions were modelled based on rations from 34 farms using a feed additive (Phytopass diet) and 80
farms without the feed additive (Reference diet). Feeding the Phytopass diet reduced the overall GWP
by 6%, enteric CH4 by 12 % and N20 by 3 % per kg milk. In contrast, CH4 from manure management
increased by 5 % per kg milk. When creating a model farm using the Phytopass diet, a comparison with
the same farm modelled without Phytopass supplementation had a slightly higher mitigation potential
(7 %) per kg of milk. This effect could be even higher if the use of Phytopass, including the better
availability of nutrients and energy associated with it, would be fully accounted for. When relating the
emission reduction of the whole life cycle to Phytopass, emissions of milk production would be reduced
by approximately 240 kg CO2-eq per 1 ton of concentrate.

Introduction

Total annual emissions in Austria are estimated to amount to 266 kt methane (CH4), 12.4 kt of nitrous
oxide (N20) (Umweltbundesamt 2020) and 64.6 kt of ammonia (NH3) (Umweltbundesamt 2019a).
Thereof, 27.2% of CH4 emissions originated from enteric fermentation of dairy cows (Umweltbundesamt
2019b). Manure management at dairy farms contributed 3.5% of CH4, 2.8% of N20 (Umweltbundesamt
2019b) and 26.6% of NHs emissions excluding pasture (Umweltbundesamt 2019a). Potential mitigation
measures include optimized feeding management, which may reduce enteric CH4 of dairy cattle by 2.5%
to 15% per kg ECM (Knapp et al. 2014). Optimizing the nitrogen (N) level in the diet can reduce NH3
emissions (Edouard et al. 2019) and mitigate N2.O emissions from urinary N excretion (Dijkstra et al.
2013). Feed additives acting as rumen modifiers, i.e. suppressing methanogenesis, were effective in
reducing CH4 emissions in vitro; however, in vivo studies have often shown transient effects only (Knapp
et al. 2014). Especially the group of phytogenic additives, consisting of essential oils, tannins, saponins
and flavonoids, has received increasing attention in recent years with their effect on gut motility of
ruminants (Mendel et al. 2017). In particular, tannins have been reported to reduce CH4 emissions by
6 to 34% in cattle. It is hypothesized that tannins reduce CH4 production by acting directly on meth-
anogens or indirectly via protozoa, by acting on fibrolytic bacteria, subsequently reducing fibre degra-
dation, or by acting as H: sink (reviewed by Aboagye and Beauchemin 2019). Usage of feed additives
to reduce emissions of dairy cows yields considerable interest as it may be a feasible approach. However,
previous findings vary greatly in their emission mitigation potentials, as these may greatly depend on
the specific experimental conditions. In the current study we aim to compare the impacts of two types
of concentrates on environmental impact indicators. Specifically, we assess the supplementation of a

19. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2021 Seite 47



Hortenhuber et al: Mitigation potential for greenhouse gases and ammonia of a commercial phytogenic feed
additive for dairy cows

commercially available phytogenic feed additive on emissions from dairy production under on-farm con-
ditions for Austria.

Material and methods

The present study examines the environmental effects of using a phytogenic feed additive, i.e. a com-
bination of essential oils, pungent substances and specific tannins, in the concentrate supplementation
of dairy cows. Data on average diets were collected from 114 dairy farms on herd level by Fixkraft
GesmbH. Data are based on diet formulations and weight measurements from total mixed rations based
on grass (and maize) silage as well as automatic concentrate feeders. The farm-specific data sets include
a multitude of records with the most important characteristics displayed in Table 1.

Table 1. Characteristics of two groups of farms with concentrates with/without a feed additive.

Phytopass diet (n=34) Reference diet (n=80)
Number of dairy cows, @ 39.8 33.3
Milk yield cowlyear!, kg 8,614.2 8,219.9
DM intake, kg day! 19.2 19.0
MJ NEL kgt 6.54 6.52
Concentrate, kg DM day! 5.1 4.4
Grass silage, kg DM day! 7.7 9.0
Maize silage, kg DM day! 6.1 5.4
Other feed components?, kg DM day! 0.4 0.1
Crude protein®, g kg™ 154 152
Crude fibre®, g kg! 192 240
Nfeb, g kg 539 491
Fat?, g kg! 33 37
Ash®, g kg'! 82 80

2 hay, straw, fresh grass, brewer grains, beet pulp; ® regarding the overall diet

A life cycle analysis (LCA) was conducted for all feed ingredients, based on Ecoinvent (2016). The
following impact categories were assessed: global warming potential (GWP; 100 year time-horizon with
characterisation factors from IPCC 2013; kg CO2-eq), acidification potential (AP; CML-IA non-baseline
V3.04 / EUZ25method; kg SO2-eq) and cumulative energy demand (CED; method v.1.10, MJ).
Feed-related impacts on enteric CH4 emissions (EF-CH4) and nitrogen excretion (Nex), as the basis for
NHs and N20 emissions from manure management systems (MMS), are based on IPCC (2019) guide-
lines and EMEP EEA (2019) guidebook. Independent of the on-farm housing and MMS, we assumed a
default slurry system for all farms, resulting in comparable impacts of post-feeding emissions for all
farms. The direct impact of ‘Phytopass’ on EF-CH4 was based on an internal study, measuring -6 to -
10 % EF-CH4 emissions for different functional units (Ballard et al. 2011). Values for Nex were calculated
farm-specifically as the difference of Nintake and Nout (N into milk and meat including calves).

Results and discussion

Environmental impacts of concentrate diets

On average, the purchased compound concentrate feed had a reduced GWP by -9 % and AP by -7 %
when compared with a typical dairy cow concentrate mixed on-farm. This holds true for the concentrate
supplemented with Phytopass as well as for the reference concentrate.

Effects of a phytogenic feed additive on the environmental impacts

Compared to the Reference diet, supplementing Phytopass reduced the GWP by 1 % per cow and year
and by 6 % per kg milk (Figure 1). EF-CH4 had the highest reduction (12 %), originating directly from
reduced CH4 in the rumen as well as from a higher feed efficiency (i.e. reduced feed intake in relation
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to milk yield). In contrast, MMS-CHs increased (+5%) on farms feeding Phytopass. This is due to slightly
lower digestibility of the total diets as well as slightly higher excretion rates of volatile solids. MMS-N20
and indirect N2O emissions per kg milk (from NH3) were reduced by 3 % (equal to Nex reduction). Total
emissions per kg milk of the feed supply increased by 3 % on farms feeding Phytopass (Figure 1).

1,2

0,8

0,6

kg CO,-eq per kg milk

0,4

0,2

Phytopass diet Reference diet

W EF-CH4 MMS-CH4 MMS-N20 (slurry) ®indirect N20 # feed supply electricity

Figure 1. Global warming potential (kg CO2-eq) per kg milk of two groups of dairy farms (concentrate either with
or without the phytogenic feed additive Phytopass).

When creating a model farm using the Phytopass diet, a comparison with the same farm modelled
without Phytopass supplementation had a slightly higher mitigation potential (7 %) per kg milk (equal
to 8 % reduction per kg milk without emissions from feed supply). This effect could be even higher if
the use of Phytopass, including the better availability of nutrients and energy associated with it, would
be fully accounted for in the formulation of an adjusted diet.

The production of 1 ton of the Phytopass concentrate diet emits 542 kg CO2-eq. When relating the
entire emission reduction of the whole life cycle to feeding Phytopass, emissions of milk production
would be reduced by approx. 240 kg CO2-eq per 1 ton of concentrate with Phytopass. Since Fixkraft has
been adding feed additives in concentrate feeds since 2013, the sum of mitigated emissions from dairy
cows with Phytopass supplementation is greater than 30,000 t COz-eq, which is equivalent to emissions
of more than 9.4 million litres of diesel.

The AP of milk was reduced by 3 % with the Phytopass diet due to lower Nex and NH3-emissions as well
as improved feed conversion. The CED per kg milk was 4 % lower on farms with Phytopass. This was
a consequence of a more efficient feed intake per kg milk and other shares of certain feedstuffs.
Phytopass owns a high reduction potential of the GWP, especially per kg milk (6 %). Hoértenhuber et al.
(2010) and Hortenhuber and Zollitsch (2016) identified other mitigation options, e.g. breeding more
efficient cows (5 to 10 % GWP reduction), increasing roughage quality (1.5 % reduction per 0.5 MJ NEL
per kg DM), pasturing (2 % reduction per 10 % more time spent on pasture), substituting critical feed
or using manure for biogas production (a minimum of 16 % GWP reduction).

A minor part of the reduction potential found in this study is associated with higher milk yields on farms
feeding Phytopass and thus is also related to other management- or genetics-related factors. Neverthe-
less, the positive effect of the feed additive is substantial.
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Conclusion

From a sectoral perspective, agriculture in Austria contributes only 10 % of total national greenhouse
gas emissions. Hence, an emission reduction for one livestock category, e.g. for dairy cattle, may seem
negligible. Nevertheless, utilizing all possible mitigation options is crucial in order to achieve climate
goals. Consequently, feed additives and optimised rations exhibiting a comparably high mitigation po-
tential are essential to promote productivity and climate or environmental protection. Furthermore,
these mitigation options may be applied to other livestock species.
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Abstract

In the present study, we mowed forages for two different conservation methods at the same time, and
harvested windrows of wilted forages (56% DM) in an alternate manner, either for ensiling in a hori-
zontal silo or barn-drying (using a dehumidifier) with a loading wagon. Nine months later, a feeding trial
was conducted using 18 lactating Holstein cows. Two groups (9 cows each) were fed either silage or
hay ad-/ibitum for a period of 34 d. In addition, all cows received a fixed amount of a balanced concen-
trate mixture daily (3.6 kg DM). Data collection started after a 14-d period to allow the cows to adapt
to their respective diets. Data showed that forage intake was tendentially higher (+0.5 kg DM/d; P =
0.067) in the hay as compared to the silage group. There was no significant (P > 0.164) effect on cows’
total chewing times (eating and ruminating), but the cows fed hay ruminated each kg of ingested DM
for a shorter period of time than the cows fed silage (-1.2 min/kg DM; P = 0.021). The digestibility of
NDF was tendentially higher when feeding silage compared to hay (P = 0.072). The manure scoring
revealed that feces consistency was significantly looser in the silage group as compared to the hay
group (P = 0.009), although the DM content of feces did not differ between groups (P = 0.148). Energy
output via the milk tended to be greater in the hay-fed cows (+1.6 kg ECM/d; P = 0.088), mostly due
to an elevated milk fat synthesis.

Einleitung

In zahlreichen Studien haben sich Tierernahrer*innen die Frage gestellt, welchen Effekt die unterschied-
liche Konservierung von Griinfutter auf das Tier hat. Die Aussagekraft diesbezliglicher Studien ist fiir
die Grinland-basierte Milcherzeugung allerdings eingeschrankt, da diese Effekte zumeist anhand von
Kraftfutter (KF) -betonten Rationen untersucht wurden. Darliber hinaus wurde das Griinfutter oft un-
terschiedlich lange angewelkt und der Einsatz unterschiedlicher Erntegerate hat auch immer Auswirkun-
gen auf die PartikelgroBe des eingelagerten Erntegutes. Wie einer von uns kiirzlich publizierter Beitrag
zeigte, hat die Reduktion der Grundfutter (GF)-PartikelgréBe signifikante Effekte auf das Futteraufnah-
meverhalten und die Leistung von Milchkiihen (Haselmann et al., 2019).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, den Effekt der Konservierungsmethode (Silierung versus
Unterdachtrocknung) unter sonst gleichen Bedingungen (ceteris paribus) zu untersuchen und die sich
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daraus ergebenden Unterschiede hinsichtlich Futteraufnahme, Kauaktivitat, Kotkonsistenz und Leistung
der Kiihe sowie der Verdaulichkeit der Ration zu erfassen.

Tiere, Material und Methoden

Der erste Aufwuchs eines Dauergriinlandbestandes wurde gemaht, zweimal gewendet und anschlieBend
auf Schwaden gelegt. Die Schwaden wurden in abwechselnder Reihenfolge entweder in einen Fahr-Silo
oder in eine Trocknungsanlage mit Luftentfeuchter gebracht. Die Ernte erfolgte mit einem Kurzschnitt-
ladewagen (theoretische Schnittlange = 8 cm). Die durchschnittliche Feldliegezeit des angewelkten
Grinfutters betrug 28 h, der Trockenmasse-Gehalt des Futters zum Zeitpunkt der Ernte lag bei 56%.
Neun Monate spater wurden die unterschiedlich konservierten Grundfutter (GF) -Mittel in einem Exakt-
Versuch mit 18 laktierenden Holstein-Kiihen untersucht. Die Kiihe wurden am Beginn des Versuches
hinsichtlich ihrer taglichen Milchleistung, der Lebendmasse, dem Laktationsstadium und der Laktations-
zahl in 2 moglichst homogene Gruppen eingeteilt. Nach einer 2-wdchigen Angewéhnungsphase an die
tierindividuelle Fitterung (CALAN-Gates), wurden wahrend der anschlieBenden Basiserhebung (9 Tage)
Daten erhoben, die im statistischen Modell als Kovariablen verwendet wurden. Zwei Wochen vor Beginn
der Gruppenteilung bis zum Ende der Basiserhebung erhielten alle Kiihe eine Ganzmischration (160 g
XP; 370 g NDF; 178 g Starke und 7,03 MJ NEL pro kg TM). Mit Beginn der Versuchsphase wurden die
beiden Gruppen fiir eine Dauer von 34 Tagen entweder mit Heu oder Silage ad /ibitum gefiittert. Zu-
satzlich erhielten alle Kiihe taglich 3,6 kg (TM Basis) pelletiertes KF (Tabelle 1). Die Datenerhebung
startete 14 Tage nach Beginn der Versuchsphase.

Die Futteraufnahme wurde wahrend der Basiserhebung tiber 9 Tage und in der Versuchsphase (ber 20
Tage erhoben. Das Kauverhalten (Fress- und Wiederkauzeiten) der Kiihe wurde mit RumiWatch Nasen-
bandsensoren erhoben und mit Hilfe eines Algorithmus (RumiWatch Converter V0.7.4.13) ausgewertet.
Die Datenaufzeichnung (RumiWatch) erfolgte in der Basiserhebung an 3 Tagen und in der Versuchs-
phase an 5 Tagen pro Tier. Am Ende der Versuchsphase wurden von jeder Kuh 9 Kotproben im Abstand
von 8 Stunden entnommen. Die scheinbare Nahrstoffverdaulichkeit (gesamter Verdauungstrakt) wurde
mit Hilfe der Indikatormethode (salzsaureunldsliche Asche) ermittelt. Die Beurteilung der Kotkonsistenz
erfolgte auf einer 5-stufigen Bewertungsskala nach Zaaijer und Noordhuizen (2003) mit einer 0,5-
Punkte-Unterteilung, wobei 1 Punkt einen wassrig diinnen Kot und 5 Punkte einen pferdedhnlichen Kot
bedeutete. Pro Kuh wurde eine Kot-Beurteilung 2-mal in der Basiserhebung und 3-mal in der Versuchs-
phase vorgenommen. Die Milchleistung der Tiere wurde wahrend der Basiserhebung tber 9 Tage und
in der Versuchsphase liber 20 Tage gemessen. Die Milchinhaltsstoffe wurden pro Tier 2-mal in der
Basiserhebung und 4-mal in der Versuchsphase untersucht, wobei jeweils das Friih- und Abendgemelk
getrennt analysiert wurden. Die Lebendmasse, der BCS und die Riickenfettdicke der Tiere wurden am
Beginn und am Ende der Versuchsphase erfasst.

Tabelle 1: Nahrstoff- und Energiegehalte (£ Standardabweichung) der verwendeten Futtermittel (Haselmann et al.,
2020).

Merkmal (g/kg TM)! Silage? (n = 10) Heu (n = 10) Kraftfutter® (n = 3)
TM (g/kg FM) 533 (29,5) 932 (11,5) 893 (3,8)

XP 124 (5,1) 114 (4,4) 288 (3,4)

NDF 477 (11,7) 485 (13,4) 251 (3,4)

WSC 117 (13,6) 180 (9,8) 80 (4,5)

Energie (MJ NEL/kg TM) 6,21 (0,098) 6,15 (0,109) 7,52 (0,022)

1WSC = wasserl6sliche Kohlenhydrate; Energiebewertung mit ELOS (GfE, 2008)

2 Fermentationscharakteristika (g/kg TM): Milchsaure (18,3), Essigsaure (5,9), Propion- und Buttersaure (0,30), Ammoniak (1,1)
und pH = 4,52. @ Verdichtung 233 kg TM/m3.

3 51% Sojakuchen, 23% Zuckerriibenschnitzel, 18% Weizenkleie, 3% Melasse und 5% Mineral- und Vitamin Prémix (TM Basis).
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Ergebnisse

Mit durchschnittlich 17,8 kg/Tier und Tag lag die GF-Trockenmasse-Aufnahme in der Silage-Gruppe
bereits auf einem relativ hohen Niveau. Die Kiihe der Heu-Gruppe nahmen allerdings um 0,5 kg/Tag (P
= 0,067) mehr GF-Trockenmasse auf als die Silage-Gruppe. Des Weiteren nahmen die Kiihe der Heu-
Gruppe téglich um 1,2 kg mehr an wasserldslichen Kohlenhydraten (WSC) auf als die Kiihe der Silage-
Gruppe (P < 0,001). Die Energieaufnahme (139 MJ NEL/Tag) war zwischen den beiden Gruppen nicht
unterschiedlich (P = 0.210). Die Kauaktivitat unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht (P >
0.165) und betrug durchschnittlich 328 min (Fressen) bzw. 538 min/Tag (Wiederkauen) lber alle Tiere
hinweg. Ein signifikanter Unterschied wurde hinsichtlich der Wiederkauzeit pro kg aufgenommener TM
festgestellt. Diese war in der Heu-Gruppe kiirzer als in der Silage-Gruppe (25,9 versus 24,7 min; P =
0.021). Ebenso war die Anzahl an Wiederkauboli bei den Kiihen der Heu-Gruppe geringer als bei den
Kihen der Silage-Gruppe (586 versus 542 Boli/Tag; P = 0,026) (Haselmann et al., 2020).

Die scheinbare Nahrstoffverdaulichkeit (gesamter Verdauungstrakt) der Ration wurde durch die GF-
Konservierung nur geringfiigig beeinflusst. Der einzig relevante Unterschied (P = 0,072) war hinsichtlich
der NDF Verdaulichkeit festzustellen. Diese war bei den Kiihen der Heu-Gruppe um 1,6 %-Punkte nied-
riger als bei den Kihen der Silage-Gruppe, wo der Wert bei 82% lag. Der TM-Gehalt im Kot war in
beiden Gruppen annahernd gleich (@ 11,2% TM; P = 0,148). Demgegeniiber wurde bei den Kiihen der
Silage-Gruppe eine deutlich weichere Kotkonsistenz festgestellt als bei den Kiihen der Heu-Gruppe (2,44
versus 3,00 Punkte; P = 0.009) (Haselmann et al., 2020).

Die energiekorrigierte Milchleistung (ECM) war in der Heu-Gruppe mit 30,1 kg/Tag um 1,6 kg héher (P
= 0,088) als in der Silage-Gruppe. Diese Steigerung ist in erster Linie auf den héheren Milchfettgehalt
zurtickzufiihren (4,28 versus 4,04; P = 0.077). Die Kérperkondition der Kiihe in der Heu-Gruppe blieb
Uber die Versuchsdauer hinweg unverandert (Haselmann et al., 2020).

Diskussion

In der GF-basierten Fitterung haben hohe TM-Aufnahmen einen besonders hohen Stellenwert, da die
niedrigeren Nahrstoff- und Energiegehalte der Rationen nach Mdglichkeit durch héhere TM-Aufnahmen
kompensiert werden sollen. In diesem Zusammenhang und im Vergleich mit ahnlichen Studien (Fasching
et al., 2015; Coloun et al., 1997) ist es bemerkenswert, wenn die GF-Aufnahme, obwohl bereits auf
einem hohen Niveau liegend, durch die Heu-Fiitterung nochmals gesteigert werden konnte. Ein Grund
fur die niedrigeren TM-Aufnahmen in den zitierten Studien kénnte die Verwendung von relativ feuchten
Silagen gewesen sein, die einen negativen Effekt auf die Schmackhaftigkeit des Futters haben kénnen
(Eisner, 2007). Die Tatsache, dass Heu keine Fermentationsendprodukte (Milchsdure, kurzkettige FS,
Ester, biogene Amine) enthalt, jedoch einen hoheren Zuckergehalt als Silage aufwies, diirfte die Fut-
teraufnahme der Kiihe in der Heu-Gruppe gefordert haben. Die Fress- und Wiederkauzeiten unterschie-
den sich nicht zwischen den Gruppen. Daraus kann abgeleitet werden, dass die Konservierungsmethode
bei gleicher GF-PartikelgroBe keinen Einfluss auf den Kauaufwand der Tiere hat (Susenbeth et al., 2004).
Die Wiederkauzeiten pro kg aufgenommener TM waren bei Heu kiirzer als bei Silage. Heu dirfte daher
schon wahrend der Futteraufnahme starker zerkleinert worden sein, da es je Bissen léanger gekaut und
intensiver eingespeichelt werden muss als Silage (Beauchemin, 2018).

Die geringere NDF-Verdaulichkeit in der Heu-Gruppe kénnte mit der hdheren Futteraufnahme der Tiere
sowie einer hdheren Aufnahme an leichtldslichen Kohlenhydraten zusammenhéngen (Oba, 2011). Die
weichere Kotkonsistenz bei den Kiihen der Silage-Gruppe kann auf eine stérker ausgepragte postrumi-
nale Fermentation (Dickdarm) dieser Tiere hinweisen (Kononoff et al., 2002).

Die hohere Energieabgabe (ber die Milch in der Heu-Gruppe bei gleicher Energieaufnahme, wie in der
Silage-Gruppe, legt den Schluss nahe, dass der Energiegehalt des Heus im vorliegenden Versuch ten-
denziell unterschatzt wurde (Haselmann et al., 2020). Dies kénnte mit der hoheren Aufnahme an WSC
zusammenhangen. Dadurch kénnte die Bildung von B-Hydroxybuttersaure im Pansen geférdert worden
sein, die zu einer gesteigerten Milchfettsynthese im Eutergewebe beitragt (Oba, 2011).
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Schlussfolgerungen

Heu hatte im Vergleich zur Silage einen um 54% hoheren Gehalt an WSC, wodurch sich die Futterauf-
nahme und die Leistung (ECM) der Tiere verbessert haben. Die in beiden Gruppen gleichen Kauzeiten
weisen zwar auf eine dhnliche Partikelzerkleinerung bzw. einen ahnlichen Kauaufwand der Kihe hin,
Heu dirfte aber wahrend des Fressens intensiver zerkleinert worden sein, was die Nahrstoffverfigbar-
keit fir die Fermentation im Pansen beschleunigt haben kdnnte. Bei restriktivem Kraftfuttereinsatz ist
es daher mit Heu leichter méglich die Futteraufnahme zu steigern als mit Silage.
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Abstract

To determine the bioavailability of various rumen-protected methionine products, in vivo experiments
were carried out with measurement of the methionine content in blood plasma of lactating dairy cows.
For this purpose, 10 cows were fed with different methionine products in different doses in a standard-
ised procedure, and the resulting methionine levels in the blood plasma were measured. From the
methionine contents measured in the blood plasma, significantly different bioavailabilities of the methi-
onine from the respective product could be determined for the different methionine products. These
results show that only the bioavailabilities measured in vivo provide a reliable statement for the perfor-
mance prediction of the respective product.

Einleitung

Pansengeschiitzte Aminosaurenprodukte ermdglichen Wiederkduer beziiglich der Proteinqualitdt und
-quantitit genauer zu versorgen, wodurch eine Uberversorgung mit Protein oder aber ein Mangel an
essentiellen Aminosauren vermieden werden kann. Die Wirksamkeit solcher Produkte hangt jedoch von
der tatsachlich absorbierbaren Menge an Aminosduren aus dem Darm ab, welche sich aus Bestandigkeit
im Pansen, Transportkinetik durch den Pansen und Darm und der Verdaulichkeit im Darm ergibt. Dies
erfordert Schatzungen der Bioverfiigbarkeit der eingesetzten Produkte. Gegenwartig gibt es eine Viel-
zahl verschiedener Produkte auf dem Markt, von denen nur bei wenigen die Eigenschaften beziiglich
Stabilitdt im Pansen, Verdaulichkeit im Diinndarm, Absorbierbarkeit bzw. Bioverfligbarkeit, sowie Resis-
tenz gegeniiber Mischen, Transportieren, Lagern in Premixen, Mischfuttern und Mischrationen bekannt
und gepriift sind.

Material und Methoden

Fir die Evaluierung eines neuen pansengeschiitzten Methionins fiir Wiederkauer wurde ein leicht modi-
fiziertes In-Vitro-Verfahren nach Gargallo et al. (2006) und Ross et al. (2013) angewendet.

Diese In-Vitro-Verfahren ermitteln zunachst die potentielle Abbaubarkeit im Pansen, wobei eine 16-
stiindige Inkubationsphase in Pansensaft erfolgt. Die Residuen dieser /n-Situi-Testes werden dann in
Erlenmeyerkolben einer enzymatischen Mischung aus Trypsin, Chymotrypsin, Lipase und Amylase aus-
gesetzt, um die nachfolgende intestinale Verdaulichkeit zu schatzen.

Die Bioverfiigbarkeit wurde zusatzlich in mehreren In-Vivo-Versuchen (iber Blutplasmaanalysen nach
Whitehouse et al. (2017) bestimmt.

Das Ziel einer ersten In-Vivo-Studie war es, den Anstieg des freien Plasmamethionins als Reaktion auf
unterschiedliche Mengen eines nach bisher (blichem Schutzverfahren (Fettmatrix) produzierten DL-Me-
thionins zu messen und dann daraus die tatsachliche Bioverfiigbarkeit zu ermitteln. In einer zweiten
Studie wurde nach gleichem Verfahren die Verdanderung des Plasmamethionins nach der Zufuhr unter-
schiedlicher KESSENT® M-Mengen gemessen. Die Verfahren sind detailliert bei Whitehouse et al. (2017)
beschrieben. Fiir die In-Vivo-Studien wurden zehn fistulierte Mehrkalbskiihe der Rasse Holstein-Frisian
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verwendet, die sich in der mittleren bis spaten Laktation befanden (mittlerer Laktationstag bei Versuchs-
beginn: 188 £ 66), das durchschnittliche Kérpergewicht betrug 697 (£ 36) kg. Jede Studie wurde als
ein wiederholtes lateinisches Quadrat von 3x3 durchgefiihrt, wobei jede Kuh jede Behandlung tber finf
7-Tage-Perioden erhielt. Folgende drei Behandlungen sind fiir diesen Vergleich relevant:

Studie 1:

A. Kontrolle: Kontrollration mit bedarfsdeckender Methioninzufuhr

B. B.Niedrig Methionin: Kontrollfutter plus 30 g/Tag pansengeschiitztes Methionin-Produkt (ca. 50 %
Methionin), entsprechend einer Zulage von 14 g DL-Methionin

C. Hoch Methionin: Kontrollfutter plus 60 g/Tag pansengeschiitztes Methioninprodukt (ca. 50 % Me-
thionin), entsprechend einer Zulage von 28 g DL-Methionin

Studie 2:

A. Kontrolle: Kontrollration mit bedarfsdeckender Methioninzufuhr
B. Niedrig Methionin: Kontrollfutter plus 30 g/Tag pansengeschiitztes Methionin-Produkt (ca. 74% Me-
thionin), entsprechend einer Zulage von 22 g DL-Methionin
C. Hoch Methionin: Kontrollfutter plus 60 g/Tag pansengeschiitztes Methioninprodukt (ca. 74% Methio-
nin), entsprechend einer Zulage von 44 g DL-Methionin.
Die Kiihe wurden dreimal taglich ad libitum gefiittert, wobei jeweils ein Drittel der taglichen Zuteilung
etwa um 8 Uhr morgens, 16:30 Uhr abends und um Mitternacht erfolgte. Bei Kiihen der Behandlungen
B und C wurde jeweils ein Drittel der taglichen Dosis der Aminosdaurenerganzung unmittelbar vor jeder
Flitterungszeit gefiittert. Die Kiihe wurden zweimal taglich (4:30 Uhr und 15:30 Uhr) gemolken. Wah-
rend jeder Versuchsperiode wurden bei jeder Kuh an Tag 4 Jugularvenen-Katheter gelegt. Blutproben
wurden an Tag 5 bis 7 jeder Periode 2, 4, 6 und 8 Stunden nach der ersten Fiitterung gesammelt. Das
Plasma wurde isoliert und zur Aminosaureanalyse ins Labor verbracht.
Das Gesamtplasmamethionin (uM) wurde in Prozent der gesamten Plasma-Aminosauren umgerechnet.
Die Veranderungen des prozentualen Anteils an plasmafreiem Methionin als Reaktion auf die Flitterung
des jeweiligen Methioninproduktes wurde durch eine Regressionsanalyse ausgewertet. Zuerst wurde
eine vollstandige Regression durchgefiihrt, die die g/Tag des gefiitterten Methionins plus zusatzliche
Faktoren (Kuh, Periode, Stunde, Tag) einschloss. Die Reaktion des Plasmamethionins auf die Zufuhr der
RP-Met-Produkte wurde als relative Zunahme des Plasmamethionins im Vergleich zur Kontrolle fiir jedes
Gramm Methionin berechnet, das Uber das Produkt zugefiihrt wurde.
In einer dritten Studie wurden unter Anwendung der bereits beschriebenen Methoden 3 verschiedene
pansengeschiitzte Methioninprodukte miteinander verglichen: gemessen wurde das Plasmamethionin
bei identischer Dosierung von jeweils 12 g Produkt je Kuh und Tag.

Ergebnisse und Diskussion

Die Regressionskoeffizienten und Konfidenzgrenzen, die die Reaktion auf die Fiitterung von pansenge-
schiitzen DL-Methioninprodukten bewerten, sind in Tabelle 1 dargestellt. Bei der Auswertung aller Fiit-
terungsniveaus betrug der Schnittpunkt 1,05, was darauf hinweist, dass ohne jegliche RP-Met-
Supplementierung ein Anteil von 1,05% der gesamten Aminosduren ohne schwefelhaltige Aminosauren
im Plasma erwartet wurde. Die Steigung bei Verfitterung von KESSENT M wurde auf 0,033 geschatzt,
was darauf hinweist, dass fiir jedes 1 g Methionin, das mit KESSENT M verfiittert wurde, ein prozentualer
Anstieg des prozentualen Anteils von Plasmamethionin an den Gesamtaminosauren um 0,033 Prozent-
einheiten erwartet wurde. Wenn beispielsweise eine Kuh mit 13,5 g/Tag KESSENT M mit 10 g/Tag
Methionin supplementiert wird, wird erwartet, dass der Anteil von Plasmamethionin an den Gesamtami-
nosauren von 1,05% auf 1,38% der Gesamtaminosduren steigt (1,05 + 10 x 0,033 = 1,38). Bei Ver-
fltterung des Uiber Fettmatrix geschiitzten Methioninproduktes betragt die Steigung 0,006.

Die Regressionsanalyse zeigte eine starke lineare Reaktion auf die Fiitterung steigender KESSENT M-
Konzentrationen. In diesem Versuch wurden mit 0, 30 oder 60 g/Tag KESSENT M (74% Methionin) O,
22,2 oder 44,4 g/Tag Methionin verfiittert. Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, fiihrte KESSENT M zu einem
sehr konsistenten Anstieg von Plasmamethionin, und der hohe R>-Wert zeigt, dass der GroBteil der
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Variabilitédt von Plasmamethionin auf die diatetische Behandlung zurlickzufiihren ist. Dies steht auch in
deutlichen Gegensatz zur Studie 1, die wir unter Verwendung eines mit Fettmatrix geschiitzten Methio-
nins durchgefiihrt haben, in der die Veranderung des Plasmamethionins als Reaktion auf die Zufuhr des
Produkts geringer war (R? = 0,17), was darauf hinweist, dass weit weniger der Variabilitédt des Plasma-
methionins auf die Zufuhr des Produkts zurlickzufiihren ist.

Tabelle 1: Ergebnisse der In-Vivo-Untersuchungen von zwei verschiedenen pansengeschiitzten DL-Methioninen:

Produkt Interzept Steigung R?
(95 % Konfidenzintervall) (95 % Konfidenzintervall)

Methionin im Blutplasma, pg/ml

JAltere Technologien™! 3.40 (3.17 - 3.63) 0.021 (0.009 — 0.034) 0,12

KESSENT M: Copolymer 3.40 (3.14 - 3.66) 0.106 (0.096 — 0.115) 0,59

Methionin im Blutplasma, in % aller Aminosauren

JAltere Technologien"! 1.10 (1.05-1.15) 0.006 (0.003 — 0.009) 0,17

KESSENT M: Copolymer 1.05 (0.99 - 1.10) 0.033 (0.031 — 0.035) 0,78
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Abbildung 1: Regressionsanalyse der Plasma-Methionin-Reaktion auf die Zufuhr von 0, 30 oder 60 g/ Methionin

mit Schutz (ber Fettmatrix (= 0, 14,3 oder 28,5 g/Tag metabolisierbares Methionin).
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Abbildung 2: Regressionsanalyse der Plasma-Methionin-Reaktion auf die Zufuhr von 0, 30 oder 60 g/Tag KES-
SENT® M (= 0, 22,2 oder 44,4 g/Tag metabolisierbares Methionin).
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In Studie 3 erfolgte der Vergleich von zwei (iber Copolymer geschiitzte Methioninprodukte mit einem
Uber Ethylzellulose behandelten Produkt. Bei Verfiitterung identischer Produktmengen von je 12 g je
Kuh und Tag wurden fiir die mit Copolymer behandelten Methioninprodukte keine signifikanten Unter-
schiede im Gehalt an Methionin im Blutplasma festgestellt, der Methioningehalt im Blutplasma bei Ver-
futterung des liber Ethylzellulose behandelten Methionins war hingegen signifikant niedriger (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnisse der /n-Vivo-Untersuchungen verschiedener DL-Methionin-Produkte

Untersuchtes Methioninprodukt p
Copolymer KESSENT M: Ethylzellu- SEM Methionin  Tag Stunde
geschiitzt Copolymer lose
neu geschiitzt

Methionin im Blutplasma

pg/ml 4,886° 4,9182 4,490P 0,112 0,0006 0,54 0,001
In % aller Ami- 11,3032 1,2842 1,162° 0,017 0,0001 0,89 0,004
nosauren

Schlussfolgerungen

Die beiden Uber Copolymere geschiitzten DL-Methionin-Produkte zeigen a@hnliche Bioverfligharkeiten,
das liber Ethylzellulose geschiitzte DL-Methionin eine statistisch signifikant niedrigere Bioverfligbarkeit.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede in der Bioverfligbarkeit verschiedener pan-
sengeschitzter DL-Methionin-Produkte, welche durch In-Vitro-Verfahren nicht immer zuverlassig abge-
bildet werden kénnen. In-Vitro-Verfahren eignen sich jedoch fiir die Schatzung von Abbaubarkeiten in
Kompartimenten des Verdauungstraktes zur Ableitung von Kennziffern flir verschiedene Proteinbewer-
tungssysteme, fiir die Bewertung verschiedener Schutzverfahren in der Entwicklungsphase sowie fir
eine Rangierung von auf dem Markt verfiigbaren Produkten. Standardisierte Verfahren, die eine Uber-
prifung verschiedener pansengeschitzter Produkte ermdglichen, sind wiinschenwert.
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Heu und kommerzielle Mineralfuttermittel als Ernahrungsbasis
fur Pferde in Berlin-Brandenburg: besteht eine erhohtes Erkran-
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Abstract

It is essential for animal health and welfare, to offer horses a diet covering their nutrient requirements.
Thus, it was the aim of this study, to investigate if rations based on hay from Berlin-Brandenburg, oil
and mineral supplements meet the feeding recommendations published by GfE. For this, hay samples
(n=17) and feed supplements (n=21) were analysed to determine their nutrient composition. Addition-
ally, the quality of hay samples was evaluated by a standardized sensory test. From the 21 hay-based
rations, only one fully met the nutritional recommendations. The botanical composition of the hay sam-
ples was predominantly unremarkable; in particular, there was no evidence of the presence of poisonous
plants, but the nutritional value was low and the hygienic status insufficient in 50 % of the analysed
samples. Hence, it is crucial to perform hay analysis in order to balance and optimize rations for equines.
Deviating hay qualities could become a greater problem for horse management in the future assuming
a trend towards extensive land management.

Einleitung

Pferde haben sich evolutionar an eine faserreiche Erndghrung angepasst (Mihlbachler et al., 2011). In
den Wintermonaten, wenn kein frischer Griinlandaufwuchs zur Verfiigung steht, dienen Griinfutterkon-
serven wie Heulage und Heu als Ernahrungsgrundlage. Um den Nahrstoffbedarf der Pferde zu decken,
werden oft ein mineralstoffreiches Ergédnzungsfuttermittel (Mineralfutter) und Ol der Tagesration hinzu-
gefigt. Aufgrund von klimatischen Verdanderungen und extensivem Management der Griinlandflachen
kann es zu Veranderungen der botanischen Zusammensetzung sowie der Nahrstoffgehalte im Griin-
landaufwuchs kommen (Wesche et al., 2012). Mit Hilfe von Erganzungsfuttermitteln (EF) kénnen Defi-
zite im Grundfutter ausgeglichen werden. Da sich Berichte von Tierarzten und Besitzern in der Region
Berlin-Brandenburg hauften, welche von schlechter Heuqualitat und damit verbundenen Einschrankun-
gen von Leistungen und Korperkondition der Pferde berichteten, wurden Heuproben und Erganzungs-
futtermittel am Institut fir Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin untersucht und die daraus
resultierende Nahrstoffversorgung der Pferde berechnet.

Material und Methoden

In die Studie wurden Heuproben, welche 2019 am Institut flr Tiererndhrung der Freien Universitdt
Berlin untersucht wurden, einbezogen. Diese wurden auf die chemische Zusammensetzung untersucht
(n=17) und eine sensorische und botanische Heuuntersuchung wurde durchgefiihrt (n=12). Die chemi-
sche Zusammensetzung in einer Auswahl kommerziell erhaltlicher Erganzungsfuttermittel zur Deckung
des Mineralstoffbedarfs von Pferden (n=21) wurde ermittelt. Die Weender Analyse wurde nach den
Vorgaben der VDLUFA durchgefiihrt (Trockenmasse: VDLUFA III 3.1; Rohprotein: VDLUFA III 4.1.1
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modifiziert nach der Makro-N-Bestimmung (vario Max CN); Rohfaser: VDLUFA III 6.1.4; Rohasche:
VDLUFA III 8.1). Die Elemente Kalzium, Magnesium, Natrium, Kalium, Kupfer, Eisen, Mangan und Zink
wurden mittels Atomabsorptionsspektrofotometrie (contrAA 700, Analytic Jena AG) gemessen. Mittels
der Vanadat-Molybdat-Methode wurde die Phosphorkonzentration bestimmt (Gericke and Kurmies,
1952). Alle Messungen wurden in einer Doppelbestimmung durchgefiihrt. In der sensorischen Priifung
(Kamphues et al., 2014) wurden der Futterwert und der Hygienestatus beurteilt. Hier wurden die Proben
auf Griff, Geruch, Farbe und Verunreinigungen untersucht und eine entsprechende Punktzahl vergeben
(maximale Punktzahl: Griff: 10, Geruch: 3, Farbe: 5, Verunreinigungen: 2). Im Futterwert wurde eine
Gesamtpunkzahl von 16-20 Punkten als gut bis sehr gut bewertet, wahrend 10-15 Punkte befriedigend
waren. Ein maBiger Futterwert wurde bei 5-9 Punkten erzielt und 0-4 Punkte galten als sehr geringer
Futterwert. Der Hygienestatus konnte zwischen -40 und 0 Punkten betragen. Hier wurde die Abstufung
einwandfrei (0 Punkte), leichte Mangel (-1 — -5 Punkte), deutliche Mangel (-6 — -10 Punkte) und massive
Mangel (-11 — -40 Punkte) angewendet. In der makroskopischen botanischen Untersuchung wurden die
Graser und Leguminosen, sowie ihr Anteil bestimmt und auf Giftpflanzen geachtet. So konnte eine
mittlere Futterwertzahl nach Klapp et al. (1953) ermittelt werden. Die tagliche Heuaufnahme wurde auf
mindestens 1 kg Trockensubstanz (TS)/100 kg Koérpermasse (KM) geschatzt. Die Verabreichung der
Erganzungsfuttermittel wurde anhand der Fltterungshinweise der Deklaration ermittelt. Auch hier
wurde der untere Wert der angegebenen Spanne gewahlt. Die Empfehlungen der Gesellschaft fiir Er-
nahrungsphysiologie (GfE) zur Energie- Nahrstoffversorgung von Pferden wurden als Referenz genutzt
(GfE, 2014).

Ergebnisse

Die sensorische Heupriifung ergab einen mittleren Futterwert von 12/20 (7 — 18) Punkten. Bei 2/12
Proben konnte ein guter bis sehr guter Futterwert festgestellt werden. Acht Proben hatten einen befrie-
digenden und 2 Proben einen maBigen Futterwert. Der Hygienestatus lag im Durchschnitt bei -1,5 Punk-
ten (-7 —0). Von den 12 untersuchten Proben waren 6 Proben makroskopisch einwandfrei. Bei 5 Proben
konnten leichte Mangel und bei einer Probe deutliche Mangel festgestellt werden. Die Futterwertzahl
lag im Durchschnitt bei 6,4/8 und reichte von 4 bis 7,5. Die Analysedaten der chemischen Heuuntersu-
chung sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung der Heuproben (Mittelwert + Standardabweichung) aus Berlin-Branden-
burg von 2019

Einheit Gehalt je kg US Gehalt je kg TS Empfehlung je kg TS!
Trockensubstanz a/kg 953,2+7,2 1000
Rohasche g/kg 55,4 + 12,8 58,2 + 13,5
Rohfaser g/kg 304,3 £ 45,7 319,2 £ 34,9
Rohprotein g/kg 93,4 + 23,4 97,9 £ 24,9 57-95
Kalzium a/kg 43+2,2 45+2,3 3,1-5.2
Phosphor g/kg 1,7+0,9 1,8+0,9 2,1-36
Natrium a/kg 1,2+0,5 1,2+0,6 0,5-09
Magnesium g/kg 1,9+0,8 2,0+0,8 1,0-1,7
Kalium a/kg 10,3+ 6,4 10,8 £ 6,7 2,6-44
Kupfer mg/kg 56 1,6 58+1,8 18,8 -31,6
Mangan mg/kg 69,2 + 43,5 72,6 + 45,7 75,2 - 126,5
Zink mg/kg 259+ 10,9 27,2 £ 11,6 75,2 - 126,5
Eisen mg/kg 1174+ 91,8 1238 £ 97,6 75,2 - 126,5

Fitterungsempfehlung laut GFE, 2014 fiir Pferde im Erhaltungsstoffwechsel mit einer KM zwischen 100 und 800 kg bei einer
Aufnahme von 1 kg TS Heu/100 kg KM
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Die Ergebnisse der chemischen Analyse der Erganzungsfuttermittel wiesen teilweise Diskrepanzen zu
der Deklaration auf. Um die Versorgung der Tiere mit Nahrstoffen zu beurteilen, wurde die tégliche
Nahrstoffaufnahme aus Heu und Erganzungsfuttermittel geschatzt. Hierzu wurde von einem Pferd im
Erhaltungsstoffwechsel mit einer KM von 500 kg ausgegangen. Diese Werte wurden mit den Versor-
gungsempfehlungen der GfE verglichen (Tabellen 1 und 2, GfE, 2014).

Tabelle 2: Differenz zwischen Gehalt an Mineralstoffen/kg TS einer Ration aus Heu und Erganzungsfuttermittel und
den Versorgungsempfehlungen der GfE fiir ein 500 kg schweres Pferd

EF Ca P Mg Na K Fe Cu Mn Zn Ca:P
g/kg US mg/kg US
1 17 -0,4 1,1 0,9 8,0 64,7 -11,8 -5,9 -369 2,6
2 1,7 -0,4 1,0 0,9 8,0 68,3 -11,1 -3,3 32,2 26
3 16 -0,4 1,1 0,8 8,0 56,1 -12,7 -3,6 -399 26
4 27 -0,2 1,4 0,9 8,0 81,1 -12 1,2 -38,0 2,8
5 24 -0,1 0,9 0,9 7,9 56,6 -11,9 -4,8 266 2,6
6 25 -0,3 1,1 1,0 8,1 61,4 -10,9 2,0 -323 28
7 21 -0,4 1,1 1,0 8,0 55,8 -11,4 -5,0 -285 2,8
8 36 0,3 1,2 1,5 8,1 127,6 0,3 18,1 35,5 2,6
9 19 -0,4 1,1 0,9 7,9 71,8 -10,7 2,8 27,5 2,7
10 11 -0,6 0,9 0,7 8,0 48,9 -15,0 9,3 51,5 2,5
11 1,7 -0,4 1,0 0,8 8,0 51,2 -8,5 20,3 -176 2,6
12 13 -0,5 1,1 0,8 8,0 73,7 -9,2 2,4 255 2,5
13 1,1 -0,6 1,0 0,7 7,9 52,0 -13,6 -8,0 -489 2,5
14 23 -0,1 1,1 1,2 8,0 67,5 -10,8 1,6 -33,5 2,6
15 1,7 -0,4 1,0 0,8 8,0 60,6 -11,1 -0,5 -29,1 2,6
16 40 -0,1 1,3 1,5 8,1 115 -1,1 26,4 2,9 3,3
17 23 -0,3 1,1 0,8 8,0 76,3 -9,4 28,3 -159 2,8
18 26 -0,2 1,2 1,0 8,2 83,2 -6,6 30,8 -11,6 2,8
19 38 -0,1 1,3 1,1 8,0 96,0 -13,5 0,2 -47,2 3,2
200 19 -0,4 1,3 1,6 8,0 100,9 -4,8 12,9 269 2,6
21 1,2 -0,5 1,2 0,8 8,1 41,6 -3,8 6,9 206 25

EF: Erganzungsfuttermittel. Ein positiver Wert zeigt eine Versorgung oberhalb der Fiitterungsempfehlung (GfE, 2014) an, wahrend
ein negativer Wert auf ein Defizit hinweist.

Diskussion

In dieser Studie wurde anhand von Qualitatsanalysen sowie der Rationsberechnung die Deckung des
Nahrstoffbedarfs von Pferden im Erhaltungsstoffwechsel unter Annahme bestimmter Grundvorausset-
zungen untersucht. Als Grundlage diente eine Ration aus Heu, Ol und mineralstoffreichen EF. AuBerdem
wurde die Heuqualitdt mittels einer sensorischen Priifung untersucht. Laut Tierschutzgesetz §2 miissen
Tierhalter fir eine angemessene Erndhrung von Haustieren sorgen. Anhand der chemischen Analysen
der Heuproben wird deutlich, dass eine ausschlieBliche Heuflitterung zu einer Unterversorgung mit
Phosphor, Kupfer, Zink und Mangan flihren kann. AuBerdem unterscheiden sich die ermittelten Werte
zu friheren Publikationen (Kamphues et al., 2014, Mdlimann, 2007). Dieser Mangel wird nur partiell
durch die Verabreichung von EF ausgeglichen. Nur ein EF war geeignet, die festgestellten Defizite ent-
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sprechend der giiltigen Versorgungsempfehlungen zu kompensieren. Sicherlich kann man argumentie-
ren, dass auch eine héhere Menge an EF erganzt werden kann beziehungsweise, dass Pferde auch mehr
als 1 kg TS Heu/100 kg KM erhalten. Es sollte jedoch sichergestellt werden, dass auch Pferde mit einer
geringen TS-Aufnahme bedarfsgerecht ernahrt werden. Des Weiteren fiel bei der sensorischen Priifung
auf, dass Heu aus Berlin-Brandenburg zwar meist eine geeignete botanische Zusammensetzung auf-
weist, jedoch im Futterwert und Hygienestatus in vielen Fallen Mangel aufweist. Hier kann auf produk-
tionsbedingte Probleme geschlossen werden. Die Qualitdt der Heuproben, die zur Untersuchung
eingesandt wurden, kann sicherlich nicht ohne weiteres als reprasentativ fiir die Gesamtsituation ange-
sehen werden. Allerdings ist seit einigen Jahren festzustellen, dass es zunehmend zu Problemen mit der
Grundfutterqualitat speziell fiir den Einsatz bei Pferden kommt. Im GroBraum Berlin-Brandenburg wird
aufgrund der Boden- und klimatischen Beschaffenheit auf den meisten Flachen hochstens zweimal im
Jahr Heu produziert. Um die Ertragssituation in Relation zum Ernteaufwand zu erhdhen, wird haufig
Uberstéandiger Aufwuchs genutzt. AuBerdem flihrte die Trockenheit in den letzten Jahren dazu, dass sich
das Pflanzenspektrum auf den Griinfutterflachen verandert. So besteht die Gefahr, dass sich zunehmend
Pflanzen mit toxischen Inhaltsstoffen verbreiten, die fiir die Gesundheit von Pferden problematisch sind.
So konnte in den letzten Jahren festgestellt werden, dass auf vielen Weideflachen aber auch auf den
Wiesen in Brandenburg insbesondere ein massives Auftreten der Graukresse zu verzeichnen ist, die bei
Pferden zu Erkrankungen fiihren kann (Pieper et al. 2010). Das Auftreten von weiteren Giftpflanzen ist
zunehmend festzustellen, allerdings ist dieses im Heu nicht immer nachvollziehbar, da diese haufig
zerbrdckeln und nur mit aufwandigen Methoden nachweisbar sind.

Schlussfolgerung

Eine chemische Analyse des Grundfutters scheint unumganglich, um das richtige Erganzungsfutter aus-
zuwahlen und somit den Nahrstoffbedarf von Pferden zu decken. Die (iberwiegend unzufriedenstellende
Qualitat der Heuproben lasst vermuten, dass Gesundheitsschaden bei Pferden auftreten kdnnen. Die
Herstellung von qualitativ hochwertigem Grundfutter flir Pferde sollte verbessert werden.
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Effect of a combination of rumenstable lysine and rumenstable methionine
on dairy cows in practice

Michael Hovenjiirgen
BEWITAL agri GmbH & Co.KG, DE

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of a combination of rumenstable lysine and ru-
menstable methionine on dairy cows in practice. The experiment was conducted on a German dairy
farm (130 Holstein-Friesian, 10500 kg milk/cow and year) with two parallel groups. Both groups received
the same mixed ration and a dairy concentrate (4.8 kg /cow and day) via the milking robot. The daily
ration was based on maize silage, rapeseed meal, brewers grains, distillers grains and gluten feed. The
trial group received the control concentrate with additional 120 g/day of BEWI-FATRIX LM101, a com-
bination of rumenstable methionine and rumen stable lysine. At the beginning, cows of the two groups
(15 to 160 days in milk) were paired with calving date (2*17 cows). Within the trial additional cows
entered the trial pairwise 15 days after calving, cows stayed in the trial until reaching 280 days in milk.
Milking data was collected over 32 weeks. Additional 14 g of rumenstable methionine and 14 g of
rumenstable lysine per day showed an additional milk yield of 2.3 kg milk per day and additional 80 g
of milk fat per day. The results of this study confirm the importance of rumenstable methionine and
rumenstable lysine in dairy rations rich in byproducts, like rapeseed meal, brewers grains, distillers
grains and gluten feed.

Einleitung

In Studien der letzten Jahrzehnte zeigte sich Methionin bei Milchkiihen (auch aufgrund seiner zusatzli-
chen Wirkung im Stoffwechsel) als erstlimitierende Aminosauren fiir die Milchleistung in Maissilage ba-
sierten Rationen (SCHUBA und SUDEKUM, 2012). Mit zunehmendem Einsatz von Rapsextraktionsschrot
und/oder verschiedener Nebenprodukte wie z.B. Biertreber, Getreideschlempe bzw. Maiskleberfutter,
rickt die Aminosaure Lysin weiter in den Vordergrund.

In der vorliegenden Untersuchung sollte daher gepriift werden, ob unter praxisiiblichen Bedingungen
mit Einsatz von Rapsextraktionsschrot und Nebenprodukten eine Zulage von pansengeschiitztem Me-
thionin und pansengeschiitztem Lysin eine Auswirkung auf Milchleistung bzw. Milchinhaltsstoffe der
Kihe hat.

Material und Methoden

In einem norddeutschen Milchkuhbetrieb wurde in Zusammenarbeit mit einem &rtlichen Mischfutterun-
ternehmen im Friihjahr bis Herbst 2019 ein Fitterungstest durchgefiihrt. Die Milchleistung der Herde
lag im Mittel bei 10.500 kg/Kuh und Jahr. Die Herde von ca. 130 Holstein-Friesian-Kiihen wurde in 2
Gruppen gehalten und jeweils an einem Melkroboter gemolken.

Beide Gruppen erhielten am gemeinsamen Futtertisch eine aufgewertete Teil-TMR. Zu Beginn des Fiit-
terungstests wurden die Kiihe nach der Milchkontrolle (Woche 0) paarweise nach Abkalbetag (+/- 1
Tag) eingeteilt. In die Auswertung einbezogen wurden Kiihe zwischen 15 und 160 Melktagen. Diese
Kihe wurden Gber die anschlieBenden sieben Milchkontrollen (5./10./14./20./25./29./32. Woche) ver-
folgt. Der Farsenanteil der beiden Gruppen lag bei 41%. Im Versuchszeitraum abkalbende Kiihe wurden
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mit mindestens 15 Melktagen paarweise nach Abkalbedatum in die Gruppenauswertungen einbezogen.
Kihe, die den 280. Lakationstag erreichten, verlieBen die Auswertung.

Die Fitterung der Gruppen unterschied sich nur (iber das am Roboter zugeteilte Leistungskraftfutter.
Die Zusammensetzung der aufgewerteten Teil-TMR und der Leistungskraftfutter, findet sich in Tabelle
1 und Tabelle 2. Die berechnete Versorgung mit absorbierbaren Aminosauren im Diinndarm auf der
Basis der von SCHUBA und SUDEKUM (2012) diskutierten Kalkulationsmodelle ergab Werte von ca. 85%
(Methionin) bzw. ca. 95% (Lysin) in Relation zur jeweiligen Empfehlung.

In der Zulagegruppe wurde daher im Leistungskraftfutter 2,5% eines Kombinationsproduktes aus pan-
sengeschiitztem Methionin und pansengeschiitztem Lysin (BEWI-FATRIX® LM101, Fa. BEWITAL agri
GmbH & Co. KG, Siidlohn, DE) zugesetzt. Im Mittel wurden 4,8 kg Kraftfutter je Kuh und Tag und damit
120 g BEWI-FATRIX® LM101/Tag zugeteilt.

Mit Einsatz von BEWI-FATRIX® LM101 Uber das Kraftfutter wurde in der Zulagegruppe je Kuh/Tag ca.
14 g absorbierbares Methionin und 14 g absorbierbares Lysin zugelegt. Durch die Zulage von 120 g
BEWI-FATRIX® LM101 ergab sich zusatzlich eine um 1,4 MJ NEL/Tag hohere Energieversorgung (be-
rechnet).

Tabelle 1: Zusammensetzung und Gehalte der aufgewerteten Teil-TMR

kg Frischmasse

Komponente je Kuh und Tag Analysierte Gehalte

Maissilage 32 Trockenmasse 364 g/kg
Grassilage 10 Rohprotein 150 g/kg TM
Biertreber, siliert 5 Rohfaser 207 g/kg TM
Gerstenstroh 0,3 Starke 268 g/kg TM
Kdrnermais 1,4

Rapssextraktionsschrot 1

Sojaextraktionsschrot (HP) 1 Berechnete Gehalte

Trockenschnitzel 0,3 nXP 145 g/kg TM
Mineralstoffe und Vitamine 0,2 NEL 6,7 MJ/kg T

Tabelle 2: Zusammensetzung und Gehalte des Leistungskraftfutters

Komponente (%) Kontrollgruppe Zulagegruppe
Kdérnermais 25,6 25
Rapsextraktionsschrot 23,8 23,2
Getreideschlempe (DDGS) 13,3 13
Maiskleberfutter 10,3 10
Palmexpeller 12,3 12
GrieBkleie 7,2 7
Mineralstoffe/Vitamine etc. 4,2 4,1
BEWI-FATRIX® LM101 === 2,5
Berechnete Gehalte:

Rohprotein 198 g/kg 200 g/kg
NEL 6,9 MJ/kg 7,2 MJ/kg

Aus den monatlichen Milchkontrollen wurden die Anzahl der Laktationstage, die Milchmenge und die
Milchinhaltsstoffe ausgewertet. Fir die Inhaltsstoffe Fett und EiweiB wurde die taglich produzierte
Menge je Kuh aus Milchmenge und Milchinhaltsstoffen in Prozent berechnet.

Ergebnisse

Zum Start des Fitterungstests wurden die Kiihe mit den Ergebnissen der Milchkontrolle paarweise zu-
geordnet. Beide Gruppen zu je 17 Kihen hatten im Mittel 88 bzw. 89 Melktage und eine annahernd
gleiche Milchleistung.
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Die Ergebnisse der Milchkontrollen im Verlauf des Tests finden sich in Abbildung 1. Durch das System
der Paarbildung, war die Anzahl der Laktationstage im Testzeitraum zwischen den Gruppen annahernd
gleich, erhdhte sich aber durch die nachriickenden Kiihe nicht proportional zum Testzeitraum.

Zum Ende des Fiitterungstests waren die Kiihe im Mittel bei 147 Laktationstagen. Berlicksichtigt wurden
die Milchleistungen der Kiihe bis zum 280. Melktag. Die gemessenen Milchleistungen decken damit fast
die gesamte Laktation ab. Die Zulagegruppe zeigte im Mittel der drei Milchkontrollen mit Zulage von
Methionin und Lysin, eine um 2,3 kg/Kuh/Tag signifikant héhere Milchleistung gegeniiber der Kontroll-

gruppe.

Mllchleistung (kg/Tag) im Verlauf der Milchkontrollen

36,6 362 36,9 36,6 36,4 S 307 , 365
Start

Kontrolle [ | Versuch

Abbildung 1: tagliche Milchleistung im Verlauf des Versuchs (32 Versuchswochen)

Aus den Milchkontrollen wurde die tagliche Milchfett- bzw. Milchproteinmenge je Kuh berechnet. Fiir die
Zulagegruppe ergab sich im Testzeitraum eine im Mittel um 80 g/Tag hdhere Milchfettmenge und um
50 g/Tag hohere Milchproteinmenge gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung 2).

tagliche Milchmenge im Versuch tagliche Fett- und Protein-Mengen
40,0 367 1,5 1,45
’ 1,37
% 35,0 34,4 & -
5 513 116 L2
5 51,2 ,
< 30,0 <
2 211
2, oL 9
o 25,0 o
09 — — —
20,0 0,8
Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch
p=0,015 Milchfett, p = 0,016 Milchprotein, p = 0,064
Abbildung 2: Milchmenge und Inhaltsstoffe tber 7 Milchkontrollen (32 Wochen)
Diskussion

In der Literatur finden sich weit weniger Untersuchungen zum Einsatz von pansengeschiitztem Lysin als
Untersuchungen zum Einsatz von pansengeschiitztem Methionin bei Milchkiihen. Eine umfangreiche
Ubersicht findet sich bei SCHUBA und SUDEKUM (2012). Methionin ist haufig erstlimitierend fiir die
Milchkuh. In maisbetonten Rationen mit Maiskleberfutter, Getreideschlempen oder Biertreber als Pro-
teintrager steigt die Bedeutung des Lysins. Anteile von Rapsextraktionsschrot erhéhen ebenfalls die
Bedeutung des Lysins.
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In der vorliegenden Untersuchung kamen alle diese Faktoren zusammen. Neben Biertreber (5 kg
FM/Tag) und Rapsextraktionsschrot in Teil-TMR und Leistungskraftfutter (zusammen 2,1 kg/Tag) wurde
zusatzlich im Leistungskraftfutter Trockenschlempe und Maiskleberfutter eingesetzt. Dies kdnnte die um
2,3 kg hohere Milchleistung je Kuh und Tag erklaren und bestatigt die Bedeutung des Lysins fiir die
Milchkuh. Die in der Zulagegruppe um 1,4 MJ NEL je Tag héhere Energieversorgung, durch die zuge-
fihrte Fettmenge aus der Verkapselungsmatrix, kann allein die erhdhte Milchleistung nicht erklaren.
ROBINSON et al. (2011) stellten mit einer Zulage an pansengeschiitztem Lysin bei einer Ration auf Basis
von u.a. Maissilage, Kérnermais, Trockenschlempe und Rapsextraktionsschrot deutliche Effekte auf
Milchmenge (+2,03 kg/Tag), Milchproteinmenge (+0,08 kg/Tag) und Milchfettmenge (+0,10 kg/Tag)
bei Tieren im ersten Laktationsdrittel fest. Im zweiten Laktationsdrittel fanden sie eine tendenziell h6-
here Milchfettsynthese (40,12 kg/Tag) durch die Lysinzulage.

Ahnliche Effekte fanden sich in der vorliegenden Untersuchung. Hier war neben der Milchmenge (+2,3
kg/Tag) auch die Milchfettsynthese um 80 g/Tag erhéht. Ursache fiir die positiven Effekte kénnte der
héhere Anteil an ,,Lysinmangel"-Komponenten wie Rapsextraktionsschrot, Getreideschlempe und Mais-
kleberfutter mit einer Mischung von Maissilage, Kérnermais und Biertreber sein.

Schlussfolgerungen

In einem Parallelversuch an Holstein-Friesian-Kiihen wurde eine Zulage von pansengeschiitztem Me-
thionin und pansengeschiitztem Lysin tiber das Produkt BEWI-FATRIX® LM101 gepriift. Geflittert wurde
eine maissilagebetonte Ration mit Erganzung von Biertreber, Rapsextraktionsschrot, Getreideschlempe
und Maiskleberfutter.

Die Zulage von pansengeschiitztem Methionin und pansengeschiitztem Lysin fiihrte zu einer um 2,3 kg
erhéhten Milchleistung bei einer gleichzeitig um 80 g/Tag erhdhtem Milchfettsynthese. Die Milchprotein-
synthese war tendenziell erhdht. Die Wirkung der Zulage von pansengeschiitzten Aminosauren (Methio-
nin + Lysin) in dieser Untersuchung bestatigt die besondere Bedeutung der Berticksichtigung der
Aminosaureversorgung der Milchkuh bei hdheren Anteilen an Nebenprodukten in der Ration.
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Abstract

Aim of a research was to test effect of nutritional factor on calves growth dynamics and health at the
1, 7 and 30 their age day. Using principle of analogues dairy calves (n = 10) were divided into two
groups. Calves of control group from 1%t till 3¢ age day received colostrum ad libitum, and calves of the
second group were fed with milk replacer. From 4t age day calves of both groups received milk replacer,
concentrated feed and from 14" age day hay. It was found that colostrum feeding within 1 hour after
born had an impact on calves growth dynamics at the first 30 days their life. Weight of the first group
calves from the 15t till 30™ day age increased by 7.1 kg, and weight of the second groups calves from
the 1%t till 7™ day of their life decreased by 5.24 kg, what affected their further growth rate. Haemato-
logical blood indicators showed that number of lymphocytes in the blood of 1%t group calves on 7t their
life day was 0.96 x 10° | less than 2" group peers calves, erythrocytes respectively 0.56 x 102 | less
comparing with 2" group peers calves, hemoglobin concentration - 8 g/l lower than in the 2" group
peers calves.

Introduction

Changes in calves' diets are uneven and require continuous and thorough analysis to ensure calf intes-
tinal health and animal welfare. Sufficient amount of antibodies is transmitted to the newborn calf
through colostrum. In this way the calves are given adequate immunological protection, which makes
them resistant to the disease (Connely et al., 2014). The gut microbiota is essential for the functioning
of many organisms, and nutrient uptake is directly related to microorganisms (Kimberly et al. 2019).
The calf is born without immunoglobulins and has to assimilate them from the colon to gain sufficient
immunity and protection from pathogens until its own immunity develops, which occurs during the first
3-4 weeks of its life (Connely et al., 2014). When feeding calves with milk replacers and concentrated
feed, it should be properly selected according to the feeding plan. The relationship between gastroin-
testinal bacteria and the host provides significant benefits to the whole gut and to health and animal
welfare (Godden et al., 2019). Korst et al. (2017) confirmed that ad libitum feeding is an attractive
measure for rearing dairy calves, both for animal welfare and economic profit from milk.

Materials and methods

For the experiment (bioethical authorization for studies with calves No G2-164) was selected 10 calves
and they were divided into 2 groups. Each group of calves were housed in individual pens. Calves of
the 1t group were fed colostrum and later with natural fresh milk, and calves of the 2™ group - instead
of colostrum from the 1%t till 3™ age day received colostrum replacer, and later on the 4t -5™ age day
calves of all groups received milk replacer. From day 6 to 30 calves in all groups were fed according to
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the same feeding scheme. During experiment calves of all groups from the age of 6 till 30 days were
fed with concentrated feed with metabolic energy of 10.6 MJ/kg. The protein, crude fibre and crude fat
content in the concentrated feed respectively was 10.0, 5.2 and 2.4 percent. Calves of both groups from
the 2" till 30t™ life days were fed according to the same feeding schedule. Calves from the 4™ age day
till the end of research were fed with milk replacer. Colostrum and its replacer for newborn calves of all
groups were fed using gavage. Colostrum substitute was enriched with mineral elements and vitamins.
Calves were weighed individually and dietary change factor was assessed at birth, 7" and 30™ age day.
Consumption of concentrated feed in individual pen was recorded separately for each calf. Consumption
of hay was determined individually once a week. Haematological blood counts of calves were determined
by automatic haematological analyser Abacus junior (Diatron GmbH, Vienna, Austria), taking 25 pl blood
sample for examination from the jugular vein v. jugularis. During researches time, calves from all groups
were monitored and all the information was recorded daily throughout the trial period.

Statistical data analysis of growth dynamics and blood haematological parameters of each group calves
was performed at birth, 7% and 30™ age day, comparison in the group was done according to the
indicators separately and also between the groups. Statistical analysis was performed using package of
SPSS-25. Statistically significant differences were considered when P<0.05.

Results

Evaluation of nutritional factor effect on calves growth dynamics. Research showed that calves' physical
condition is fully ensured by colostrum, and colostrum replacer helps to ensure calf's nutrition in the
case of colostrum absence. Evaluation of colostrum and colostrum replacer as a nutritional factor was
performed from the 1 till 30™ calves age day. During trial time, 1%t group calves were fed colostrum
from born to the 3™ age day had higher and more uniform growth rate comparing with 7" and 30" age
day than 2" group peer calves, fed colostrum and colostrum replacer. From the 6% age day calves were
accustomed to concentrated feed. Weight of 1%t group calves at 7" age day was bigger by 4.54 kg
compared with peers in the 2" group. From the 1 till 7" age day weight of 1%t group calves increased
by 2.23 kg and in 2" group calves decreased by 5.24 kg. Research results showed that colostrum had
influence on calves growth dynamics. It was found colostrum impact on calves growth dynamics till the
7™ age day was bigger. Calves of the 15t group, that were fed only colostrum had 3.5 kg bigger average
weight than calves of the 2" group. The results of our research confirmed hypothesis that bovine
colostrum has vital function and correlates with calves growth rate and health at the 7" and 30™ age
day.

Evaluation of health and nutritional factor effect at the 1tage day. At the beginning of the research at
the 1%t newborn calf age day were determined haematological blood counts calves in all groups. Alt-
hough haematological blood indicators were within the physiological norm, but the biggest change be-
tween 1 and 2 research groups were determined analysing platelets counts. Platelet count in the blood
of 1%t group was 163.40 x 10° | and in the 2" group 188.40 x 10° I. In the 1%t calves group neutrophils
count was 1.37 x 10° | less than in the 2" group. Hemoglobin concentration in the blood of the 15t group
calves was 11.17 g/I lower comparing with peers in the 2" group.

Evaluation of health and nutritional factor effect for calves at the 7t" age day. The research showed that
at the 7™ age day haematological blood indicators in the 15t and 2" calves groups were within the
physiological norm range. The number of lymphocytes in the 1% calves group blood was 0.96 x 10° |
and erythrocytes count accordingly 0.56 x 102 | lower, hemoglobin concentration was lower by 8 g/I
comparing with the 2" group peers.

Evaluation of health and nutritional factor effect for calves at the 30" age day. At the end of the re-
search, i.e. at the 30t age day was evaluated calves health. The number of lymphocytes in the 15t group
was 1.12 x 10°| bigger than in the 2" group peers. In the blood of the 1%t group calves were found 0.87
x 102 | more erythrocytes and number of lymphocytes was 1.12 x 10°| bigger than that in the 2" group
calves. Hemoglobin concentration was 7.5 g/I bigger in the 1%t group calves blood comparing with the
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2" group calves. The growth dynamics of calves on the 30t age day was higher in the 1t group peers
and, difference between groups was 6.69 kg.

Statistically significant correlations were determined between leucocytes count, hemoglobin concentra-
tion in the 15t group calves (7t age day vs30™ age day) (P<0.01), lymphocytes count between 15t group
calves (born vsthe 7™ age day) (P<0.001). Monocyte correlation in the 1%t calves group (born vs 30t
age day) was statistically significant weak (P<0.05), Correlation coefficients of eosinophils and basophils
in the 1%t group calves (born vs the 7™ age day, born vs 30" age day) were statistically significant
(P<0.05).

Discussion

Results of our research showed the importance of colostrum for newborn calves. It was found that first
colostrum feeding within 1 hour after born had affect for calves growth dynamics from 1% till 30t age
day. Weight of the 1%t group calves from born till 30t age day increased by 7.1 kg and the 2™ group
calves growth from born till 7" age day decreased by 5.24 kg what affected further growth rates. The
care of calves during first two days after their born is very important, especially before the first colostrum
feeding. In addition the quality of colostrum needs to be assessed for purpose to ensure that calves are
adequately supplied with the required amount of immunoglobulin IgG (Malmuthuge et al, 2017; Godden
et al. 2019).

At birth time calves generally develop agammaglobulinemia because immunoglobulins are not transmit-
ted from the cow to the calf making calves dependent on the absorption of maternal immunoglobulin
through colostrum after birth. For this reason. colostrum intake is vital ensuring proper passive immune
transmission which reduces risk of mortality and morbidity in the short term before and after weaning
and improves calves weight gain (Godden et al., 2008). Also has been identified long-term benefit of
colostrum. They have long-term positive effect which manifests itself in the previous age of the first
calving and improves productivity of cows during the first and second lactation (Signorini et al., 2011;
Weaver et. al. 2000). Therefore colostrum feeding of sufficiently high quality colostrum shortly after
birth is the most important care procedure for calves related with calves health (McGuirk et al. 2004).
Data of our research showed that haematological blood parameters of the 2" group calves that were
fed colostrum and colostrum replacer at the 1% age day were within range of physiological norm but
from birth to 7t age day their weight decreased. 1%t group calves growth dynamics at all ages stages
were increasing steadily. Passive IgG transmission for calves disrupts when IgG concentration in calves
serum is less than 10 mg/ml (Weaver et al., 2000). Mortality of calves that have little concentration of
IgG serum (<10 mg/ml) is twice higher as calves whose concentration of IgG serum is higher. Osaka
et al. (2014) showed positive correlation between IgG consumption and IgG concentration serum. The
most important factor influencing IgG transmission from colostrum is time after birth when first colos-
trum is feeding.

Conclusion

The first colostrum feeding within one hour after calf birth had an effect on the growth dynamics: the
weight of calves in the 1% group from birth to 7 age day increased by 2.23 kg or 6 %, and from 7 to
30t age days by 4.87 kg or 12.6 %. The use of colostrum replacer didn't have a positive effect on the
change in calf weight from birth to the 7t day, but in the later period (from 7" to 30" days of age)
calves weight increased by 2.72 kg or 8%. Haematological blood parameters showed that the number
of lymphocytes and erythrocytes in the blood of 1™ group calves at 7 days of age was 0.96 x 10° | and
0.56 x 102 | lower than in the 2" group calves. Hemoglobin concentration of 1% group calves was 8 g/!
lower compared to the group where milk replacer was used.
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Abstract

The study evaluated the effect of AviPlus®S, a microencapsulated blend of organic acids and nature
identical compounds, fed to growing pigs in two experiments: a feeding trial and a metabolic trial. For
the feeding trial, a total of 30 pigs (27.5 + 0.6 kg) were assigned to 2 diets (3 pigs / pen, n = 5): a
basal diet without (control) or with AviPlus®S at 500 g/MT (AP group). After 6 weeks, growth perfor-
mance were recorded and nutrient fecal digestibility determined. For the metabolic trial, a total of 10
pigs (36 £ 1 kg of BW) were assigned to the same dietary treatments: control group fed a basal diet or
AP group, fed a basal diet + AviPlus®S at 500 g/MT. Pigs were housed individually in metabolic cages.
After 5 days of adaptation, feces and urine samples were collected for the next 3 days and analyzed for
malodor gases, such as ammonia (NHs) and hydrogen sulfide (H2S). Data were analyzed with T-test
and differences considered significant at P<0.05.

Compared to control group, the treatment improved growth performance and fecal digestibility for both
dry matter and dietary crude protein. AP group showed reduced NH3 concentrations in both fecal and
fecal + urine samples, whereas H2S emissions were reduced only in fecal samples, compared to control
group.

In conclusion, the supplementation with AviPlus®S allowed to improve growth performance and nutri-
ent digestibility in growing pigs, reducing malodor gas emissions.

Introduction

Organic acids (OA) and botanicals are widely used as feed additives to increase growth performance of
pigs, based on their multiple beneficial properties — anti-microbial and anti-inflammatory among all —
that allow a general improvement of the intestinal health and functionality. Microencapsulation can be
a valid tool to prevent gastric absorption and degradation of bioactive molecules and deliver them along
the intestine (Piva et al., 2007). Indeed, a microencapsulated mixture of organic acids and botanical
molecules such as nature identical compounds (NIC) has been shown to exert a direct effect on the
intestinal mucosa of pigs by reducing the inflammatory stress and enhancing the barrier properties, two
key-factors for a proper intestinal functionality, health and consequently growth of pigs particularly at
weaning (Grilli et al., 2015).

Recently, the environmental impact of swine and livestock production has gained more and more inter-
est and nutritional strategies or feed additives that can improve growth while minimizing environmental
risks are strongly needed.

The aim of this study was to investigate the effects of a microencapsulated blend of OA and NIC on
growth performance, nutrient digestibility and malodor emissions in growing pigs.
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Material and methods

In this study, two experiments were conducted: a feeding trial and a metabolic trial. In both trials the
product tested was AviPlus®S that is a microencapsulated blend of OA and NIC manufactured by Veta-
gro S.p.A. (Reggio Emilia, Italy).

For the feeding trial, a total of 30 pigs [(Landrace x Yorkshire) x Duroc] (27.5 £+ 0.6 kg of initial body
weight) were assigned to 2 diets (3 pigs / pen, n = 5): a basal diet without (control, CTR group) or with
AviPlus®S at 500 g/MT (AP group). The basal diet was a corn-soybean diet, non-medicated commercial-
type formulated to meet or exceed requirements for growing pigs recommended by the NRC (2012).
Feed and water were provided ad /ibitum. The study lasted 6 weeks, with growth performance param-
eters recorded and apparent fecal digestibility for dry matter (DM) and crude protein (CP) determined
using chromic oxide (0.2%) as indicator according to Fenton & Fenton (1979). The analysis was per-
formed on fecal samples collected from each pen, mixed and pooled.

For the metabolic trial, a total of 10 pigs [(Landrace x Yorkshire) x Duroc] (36 £ 1 kg of BW) were
assigned to the same dietary treatments: control group fed a basal diet or AP group, fed a basal diet +
AviPlus®S at 500 g/MT. Pigs were housed individually in metabolic cages. After 5 days of adaptation,
feces and urine samples were collected for the next 3 days. Water was given ad /ibitum while feed was
restricted (at 4% of BW). Samples of feces and feces + urine were analyzed for malodor-causing mol-
ecules such as ammonia (NH3) and hydrogen sulfide (H2S) using a gas detection technique (Gastec
Corp., Kanagawa, Japan).

Data were analyzed with T-test, with differences considered significant at P < 0.05 (Graph Pad Prism
6; GraphPad Software, Inc, San Diego, CA).

Results

Table 1 shows growth performance and nutrient digestibility results from the feeding trial. Compared
to control group, the treatment improved growth performance (higher final BW, BWG, ADG, and feed
efficiency) and increased fecal digestibility for both DM and dietary CP.

Malodor emissions data from the metabolic trial are presented in Table 2. The treatment reduced NH3
concentrations in both fecal and fecal + urine samples, whereas H.S emissions were reduced only in
fecal samples.

Discussion

In the feeding trial, the microencapsulated blend of OA and NIC was effective in promoting live perfor-
mance of growing pigs. Over 6 weeks of treatment, all performance parameters were improved (ADG,
BWG, feed efficiency) and at the end of the end of the trial pigs receiving the microencapsulated blend
of OA and NIC were on average 5 kg heavier than control animals. These results can be explained by
the ability of this microencapsulated blend of OA and NIC to positively affect the intestinal mucosa of
pigs, by enhancing the barrier properties and reducing the inflammatory stress (Grilli et al., 2015). The
growth-promoting effect was further supported by an increased digestibility for both dry matter and
crude protein, already observed with the same microencapsulated blend of OA and NIC both in weaning
and in growing-finishing pigs (Cho et al., 2014; Oh et al., 2019). The exact mechanism of action is still
unclear but a stimulation of digestive enzymes secretion and absorptive capacity by OA and NIC can be
suggested.

The metabolic trial showed that the microencapsulated blend of OA and NIC can also reduce malodor
emissions, as indicated by lower NH3 and — to a lesser extent — H2S excretion, two of the most significant
pollutant gases from pig production. The reduction of excreted ammonia is strictly related to the higher
dietary protein digestibility observed in the treated group. These findings suggest that the microencap-
sulated blend of OA and NIC can improve not only digestion and absorption of protein, but also overall
protein metabolism, minimizing the loss of N as NHs and consequent loss of energy through the urea
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cycle. This energy would rather be used for body growth, as confirmed by performance results. The
effect of the treatment on HzS levels is less clear and further investigations are needed to better discuss
the impact of diet on H2S emissions in general.

Conclusion

Table 1: Effect of feeding a microencapsulated blend of OA and NIC on growth performance and nutrient digestibility
in growing pigs (feeding trial)!

Item CTR AP SE P value
Initial BW (kg) 27.1 28 0.6 0.81

Final BW (kg) 58.6 63.7" 0.9 <0.0001
BWG (kg) 31.5 35.7° 0.7 <0.0001
ADG (g/d) 751 844" 16 <0.0001
ADFI (g/d) 1,660 1693* 8 <0.0001
G:F 0.451 0.498" 0.010 0.0002
DM digestibility (%) 81.87 82.31" 0.03 <0.0001
CP digestibility (%) 78.70 79.36" 0.06 <0.0001

1 CTR = control; AP = microencapsulated blend of OA and NIC at 500 g/MT; SE = standard error; BW = body weight; BWG =
body weight gain; ADG = average daily gain; ADFI = average daily feed intake; G:F = gain to feed ratio (feed efficiency); DM
=dry matter; CP = crude protein.

* Within a row, values with asterisk differ significantly (P < 0.05).

Table 2: Effect of feeding a microencapsulated blend of OA and NIC on malodor emissions in growing pigs (meta-
bolic trial)!

Item (ppm) CTR AP SE P value
Fecal
NHs 1.65 0.5 0.2 0.01
H2S 92.5 59.0" 8.3 0.04
Fecal and urine
NH3 6.8 3.5 0.8 0.04
H2S 81 64 7 0.50

1 CTR = control; AP = microencapsulated blend of OA and NIC at 500 g/MT; SE = standard error; NHz = ammonia; H.S = hy-
drogen sulfide.
* Within a row, values with asterisk differ significantly (P < 0.05).

To conclude, the microencapsulated blend of OA and NIC used in this study was effective in improving
growth performance and nutrient digestibility in pigs, while reducing malodor emissions. Therefore, it
can be proposed as a valid, and environmentally promising, tool to support pigs growth.
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Abstract

In a feeding trial with fattening pigs, two different feeding strategies for N- and P-reduced feeding were
compared. A conventional mineral feed (group A) was compared with a mineral feed whose additives
enable a significantly better absorption of minerals and amino acids (group B). The use of this mineral
feed resulted in significantly higher daily gains (938 vs. 895 g). These were particularly evident from
about 65 kg body weight (BW). There was no significant effect on feed intake (2.33 vs. 2.36 kg). Feed
conversion was better in group B than in group A from about 60 kg BW. On average, feed conversion
ratio was 2.70 (group A) and 2.52 (group B). Large numerical differences could not be statistically
confirmed due to the lack of an individual animal feeding system. There was no effect on the most
important carcass parameters. The reduction in N excretion was comparable in both groups.

Einleitung

Das Fitterungskonzept der Firma APC (Agrar Production & Consulting GmbH) ist dadurch gekennzeich-
net, dass Futterzusatzstoffe auf natirlicher Basis entwickelt wurden, die eine bessere Absorption von
Mineralstoffen und Aminosauren in der Tiererndhrung ermdglichen sollen. Die natiirlichen Futterzusatze
des APC-Futterprogramms bekommen laut Firmenangabe ihre Wirkung aus einer Vormischung aus Ton-
mineralen, Krauterextrakten, &therischen Olen und einen kleinen Anteil an Spurenelementen. Mit diesem
Konzept lassen sich Protein, Phosphor und Calcium in den Rationen reduzieren. Dieses aus Osterreich
stammende Fitterungskonzept ist mittlerweile auch in Bayern verbreitet. In der Praxis wird es (iber ein
Mineralfutter mit entsprechenden Futterzusatzstoffen umgesetzt. In einem Fltterungsversuch wurde es
mit einer herkdmmlichen Flitterungsstrategie zur stickstoff- (N) und phosphor- (P) reduzierten Fitterung
verglichen.

Material und Methoden

Der Fiitterungsversuch mit Mastschweinen wurde am Staatsgut Schwarzenau der Bayerischen Staats-
giter durchgefiihrt. Dazu wurden 192 schwanzkupierte Mastldufer der Rasse Pi x (DL x DE) nach Le-
bendmasse (LM), Abstammung und Geschlecht ausgewdhlt und gleichmaBig auf die Gruppen A
(herkdmmliches Mineralfutter) und B (Mineralfutter mit speziellen Futterzusatzstoffen) verteilt. Die
Kenndaten der in den Versuchsgruppen eingesetzten Mineralfutter sind in Tabelle 1 angegeben. Der
Versuch gliederte sich in vier Fiitterungsphasen (30-40 kg, 40-60 kg, 60-90 kg, 90-120 kg LM). Die Tiere
wurden in 16 Buchten zu je 12 Tieren auf Betonspalten ohne Einstreu gehalten. Sie waren bei der
Aufstallung im Durchschnitt zehn Wochen alt und wogen 31,5 kg.
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Tabelle 1: Kenndaten der in den Versuchsgruppen eingesetzten Mineralfutter
Gruppe Ca P Na Mg Lys Met Thr Phytase Vi, A VitD Vit E Cu Zn

% % % % % % % FTU IE IE mg mg mg
A 164 15 45 2 12 30 45 16.700  160.000 40.000 5.000 400  2.200
B 140 15 50 kA 10 1,85 25 16.700  216.667 50.000 4.000 500  2.666

Die Ermittlung des Futterverbrauchs erfolgte taglich fiir jede Bucht (ber eine Flissigfiitterungsanlage
(Schauer Agrotronic GmbH). Die LM wurden wéchentlich am Einzeltier erfasst. Bei Erreichen von ca.
120 kg LM wurden die Mastschweine nach den Richtlinien der Mastleistungspriifung (Bundesverband
Rind und Schwein, 2019) an fiinf Terminen im Versuchsschlachthaus Schwarzenau geschlachtet. Die
Futtermischungen wurden in der Versuchsmahl- und Mischanlage Schwarzenau hergestellt und im Labor
der Abteilung Qualitatssicherung und Untersuchungswesen (AQU) der Bayerischen Landesanstalt flr
Landwirtschaft in Grub nach VDLUFA-Methoden (VDLUFA, 2012) analysiert. Die Schatzung der ME er-
folgte anhand der Mischfutterformel (GfE, 2008). Die Bilanzierung von Stickstoff und Phosphor wurde
nach den Vorgaben der DLG von 2014 durchgefiihrt.

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramm SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) mit der Prozedur GLM durchgefiihrt. Im Modell wurden als fixe Effekte die Behandlung, das
Geschlecht und die Abstammung sowie die Interaktion von Behandlung und Geschlecht beriicksichtigt.
Die Versuchsrationen basierten auf Getreide, Sojaextraktionsschrot (44 % Rohprotein) und den in Ta-
belle 1 angefiihrten Mineralfuttermitteln. Die Zusammensetzungen sowie die kalkulierten Inhaltsstoffe
aller Rationen sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Versuchsrationen und kalkulierte Inhaltsstoffe (Angaben bei 88 % TM)

30-40 kg LM 40-60 kg LM 60-90 kg LM 90-120 kg LM

A B A B A B A B
Sojaextraktionsschrot LP % 16,0 17,5 14,0 13,2 10,5 10,0 6,5 8,5
Gerste % 20,0 20,0 33,0 20,0 43,0 27,5 45,0 40,0
Weizen % 60,5 58,0 50,0 62,8 43,5 58,7 45,5 48,0
Mineralfutter A % - 3,0 - 3,0 - 3 - 3,0
Mineralfutter B % 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 -
Sojadl % 0,5 1,5 - 1,0 - 0,8 - 0,5
ME MJ 13,2 13,4 12,9 13,3 12,9 13,1 12,9 13,0
Rohprotein g 158 160 151 147 139 133 125 130
Lysin g 10,6 10,3 10,2 9,3 9,4 8,4 8,5 8,3
Methionin+Cystin* g 6,4 6,1 6,2 5,8 6,0 5,5 5,7 5,5
Threonin g 6,6 6,1 6,3 5,6 59 5,0 5,3 5,0
Tryptophan g 2,0 2,0 19 1,8 1,7 1,6 1,5 1,6
Calcium g 5,9 5,2 5,9 51 5,8 5,0 5,6 5,0
Phosphor g 3,6 3,6 3,7 3,5 3,7 3,5 3,6 3,6

Ergebnisse und Diskussion

Die analysierten Inhaltsstoffe sowie die ermittelten Gehalte an ME aller Versuchsfuttermischungen ge-
hen aus Tabelle 3 hervor. Die zootechnischen Parameter sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

In den ersten beiden Versuchsabschnitten wurden mit 784 (Abschnitt 1) und mit 856 g (Abschnitt 2)
exakt gleiche Tageszunahmen in beiden Gruppen realisiert. Ab ca. 65 kg wurden in Gruppe B signifikant
héhere Tageszunahmen erreicht. Die Differenzen zur Gruppe A beliefen sich auf 65 g in Abschnitt 3
(1108 gegeniiber 1043 g) sowie auf 73 g in Abschnitt 4 (876 gegeniiber 803 g). In der Gesamtmast
wurden in Gruppe B 938 g und in Gruppe A 895 g tagliche Zunahmen erzielt. Dieser Unterschied war
signifikant.

19. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2021 Seite 79



PreiBinger et al.: Unterschiedliche Fiitterungsstrategien fiir eine stickstoff- und phosphorangepasste Mast von
Schweinen

Tabelle 3: Gehalte an umsetzbarer Energie und analysierte Inhaltsstoffe der Versuchsrationen (Angaben bei 88 %
™)

30-40 kg LM 40-60 kg LM 60-90 kg LM 90-120 kg LM

A B A B A B A B
Rohasche g/kg 46 44 44 43 44 41 43 42
Rohprotein a/kg 156 160 148 138 134 137 121 126
Rohfaser a/kg 37 35 38 38 39 37 37 36
Rohfett a/kg 27 32 24 30 24 29 22 27
ME MJ/kg 13,23 13,46 13,18 13,24 13,07 13,32 13,05 13,21
Calcium a/kg 7,3 5,8 7,2 5,9 6,4 6,0 6,6 55
Phosphor a/kg 4,4 4,3 4,6 4,3 4,5 4,3 4,3 4,2
Lysin a/kg 10,6 10,2 10,3 9,3 8,3 8,1 7,9 7,9
Methionin®) g/kg 2,7 2,4 2,8 2,2 2,5 2,2 2,5 2,2
Cystin a/kg 2,7 2,8 2,8 2,5 2,4 2,6 2,4 2,5
Threonin a/kg 6,2 6,2 6,1 5,5 53 4,9 5,2 49
Tryptophan a/kg 2,0 2,0 19 1,7 1,7 1,8 15 1,6

Y im Mineralfutter von Gruppe A als MHA

Auf den Futterverbrauch lieBen sich im Versuchsmittel sowie in allen Fiitterungsphasen keine signifikan-
ten Effekte feststellen. Im Mittel wurde mit 2,36 kg in Gruppe A und 2,33 kg in Gruppe B nahezu gleich
viel verbraucht.

Im Versuchsmittel zeigte sich in Gruppe A mit 2,70 kg Futter pro kg Zuwachs ein numerisch héherer
Futteraufwand als in Gruppe B mit 2,52 kg. Aufgrund der vorhandenen Gruppenfiitterung mit 8 Buchten
pro Gruppe lieB sich dieser Unterschied statistisch nicht absichern. In den ersten beiden Flitterungsab-
schnitten wurde mit 2,24 und 2,32 kg (Abschnitt 1) bzw. mit 2,58 und 2,55 kg (Abschnitt 2) jeweils ein
vergleichbarer Futteraufwand pro kg Zuwachs festgestellt. Im Abschnitt 3 und insbesondere in Ab-
schnitt 4 waren beim Futteraufwand die Unterschiede mit 2,72 und 2,59 kg (Abschnitt 3) bzw. mit 3,06
und 2,64 kg (Abschnitt 4) deutlich groBer. Im Abschnitt 3 lieB sich der Unterschied mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p=0,055 nicht mehr statistisch absichern. Im letzten Abschnitt ergab sich zwar
ein numerisch groBer Unterschied, jedoch wurden in dieser Fltterungsphase schon einige Buchten ge-
leert (n <8), so dass sich kein signifikanter Effekt mehr ergab.

Tabelle 4: Mastleistungen, Futterverbrauch und Futteraufwand (LSQ-Mittelwerte)
Gruppe Abschnitt 1 Abschnitt 2 Abschnitt 3 Abschnitt 4 gesamt

Téagliche Zunahmen, g A 784 856 1043P 803P 895P
B 784 856 1108°? 8762 9382
pt 0,984 0,996 <0,001 0,019 0,002
Futterverbrauch, kg/Tier, Tag A 1,78 2,18 2,81 2,34 2,36
B 1,84 2,13 2,86 2,21 2,33
p! 0,721 0,669 0,775 0,610 0,701
Futteraufwand, kg/kg Zuwachs A 2,24 2,58 2,72 3,06 2,70
B 2,32 2,55 2,59 2,64 2,52
p! 0,546 0,788 0,055 0,341 0,293

D Irrtumswahrscheinlichkeit

Die Schlachtkdrperbeurteilung ist in Tabelle 5 zusammengestellt. Das Schlachtgewicht lag in Gruppe B
mit 98,1 kg signifikant hoher als in Gruppe A mit 96,4 kg. Auch das FleischmaB war mit 64,8 mm in
Gruppe B hoher als in Gruppe A mit 63,2 mm. Auf das bezahlungsrelevante Merkmal Muskelfleischanteil
hatte die Art der Fltterung mit 59,9 und 59,8 % keinen signifikanten Effekt. Gleiches galt auch fiir den
Fleischanteil im Bauch mit 58,1 und 57,4 %.
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Tabelle 5: Schlachtleistungsparameter (LSQ-Mittelwerte)

A B p? A B pb
Schlachtgewicht kg 96,4> 98,12 0,019 FleischmaB mm 63,2° 64,8a 0,040
Ausschlachtung % 80,4 80,3 0,512 SpeckmaB mm 13,4 13,8 0,169
Rickenmuskelfliche cm? 56,4 57,3 0,174 Muskelfleischanteil % 59,9 59,8 0,866
Fettflache cm? 16,6 17,1 0,136 Fleisch im Bauch % 58,1 574 0,085

D Irrtumswahrscheinlichkeit

Die N- und P-Bilanzierung ist in Tabelle 6 zusammengestellt und basiert auf den analysierten Futterinhaltsstoffen.
Bei den N-Ausscheidungen waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen sehr gering. Was die P-Ausscheidun-
gen betrifft, so waren diese in Gruppe B bedingt durch die niedrigeren Werte im Futter 14 % niedriger als in
Gruppe A. Auf den gleich hohen P-Gehalt in beiden Mineralfuttermitteln (Tabelle 1) wird nochmals verwiesen.

Tabelle 6: Stickstoff- und Phosphorausscheidungen pro Tier und relativ zur Gruppe A

Stickstoff Phosphor
Aufnahme  Ansatz  Ausscheidung Ausscheidung Aufnahme  Ansatz  Ausscheidung Ausscheidung
kg kg kg % g g g %
A 5,18 2,47 2,71 100 1061 492 569 100
B 5,26 2,51 2,74 101 987 500 487 86

Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Der Einsatz eines Mineralfutters nach dem APC-Fltterungskonzept fiihrte bei Mastschweinen zu signifi-
kant hoheren Tageszunahmen. Diese zeigten sich ab etwa 65 kg LM. Auf den Futterverbrauch ergab
sich kein signifikanter Effekt. Der Futteraufwand war ab 60 kg LM in Gruppe B (APC-Futter) glinstiger
als in der Gruppe A mit dem herkdmmlichen Mineralfutter, wobei sich die z.T. groBen numerischen
Unterschiede aufgrund fehlender Einzeltierfiitterung statistisch nicht absichern lieBen. Auf den bezah-
lungsrelevanten MFA zeigte sich kein Einfluss. Aufgrund des hdheren Preises flir das Mineralfutter nach
dem APC-Konzept (+73 %) und der hdheren Anteile an Ol in der Ration lagen die Preise fiir die Futter-
mischungen nach dem APC-Konzept um 12 bis 13 % hoher. Trotz der besseren Leistung in Gruppe B
lieBen sich die héheren Futterkosten nicht vollstandig durch die héheren Schlachterlése aufgrund der
héheren Schlachtgewichte ausgleichen.
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The dietary intake of lignocellulose contributes to a shortened
farrowing duration in sows
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Abstract

The farrowing duration of sows is closely related to the proportion of live-born piglets, colostrum yield,
piglet performance, and sow’s fertility for the next cycle. The present study evaluates the effects of
lignocellulose supplementation during the gestation phase on the farrowing process in breeding sows.
The trial was carried out on a practical sow farm in Austria. A total of 38 sows was allocated to two
treatment groups according to their breed and parity. The sows in the control group received a standard
diet, the sows in the test group received the standard diet supplemented with lignocellulose (OptiCell®,
agromed Austria GmbH, Kremsmiinster Austria) on top without balancing of nutrients. The lignocellulose
was supplemented for the whole gestation period until farrowing. The supplementation of lignocellulose
reduced the total farrowing length by 62 minutes compared to the control group. The birth interval was
reduced in the lignocellulose group compared to the control (12.9 vs. 16.2 minutes per piglet born).
The number of live-born piglets in the lignocellulose group numerically increased (17.60 vs. 16.67),
additionally the share of live-born piglets raised to 95.1% compared to in the control group (88.8%).
The results of this study indicate the potential of lignocellulose supplementation in sow’s diet in reducing
the farrowing time and increasing piglet survival and needs further investigation regarding sow’s fertility
and piglet’s performance.

Introduction

The recent genetic progress achieved in sows poses a major challenge to management. On farms,
increased litter size often results in low piglet birth weights and increased piglet mortality. Producing
large litters of live-born piglets is possible, with a well-balanced management and nutrition. Large litters
are closely related to a prolonged farrowing duration. A long parturition means stress for the sow as
well as for the piglets and relates to several negative consequences. A prolonged farrowing time in-
creases the proportion of stillborn piglets. According to Theil (2015), a birth time extended by 100
minutes means the loss of 2 piglets and more. Peltoniemi and Oliviero (2015) demonstrated the negative
impact of prolonged farrowing time on fertility. Sows that did not become pregnant at first insemination
taking 100 minutes longer to complete farrowing than those who became pregnant after the first in-
semination. Supplementing the sow’s diet with dietary fibre offers the opportunity for reducing the
farrowing time, preventing constipation whilst increasing colostrum intake and performance of the pig-
lets (Feyera et al., 2017; Feyera et al 2018). In general, fibre is considered in the context of avoiding
constipation, but offers potential for an additional energy supply, provided that the fibre is fermentable.
The sow can cover up to 25% of its maintenance energy requirement from the fermentation of dietary
fibre in the colon (Shi and Noblet, 1993). The energy from the enzymatic digestion in the small intestine
is available up to five hours after ingestion, while the fermentation products from the colon are provided
over a period of 24 hours. For the sow this extra energy means the reduction of hunger, stress and,
above all, the provision of energy for the birthing process. The energy supply has a strong influence on
the duration of the farrowing time, which significantly impacts the number of stillborn and weak piglets
(Theil et al., 2014). Previous results from Baarslag et al. (2012) show that supplementation with a
lignocellulose, containing insoluble but partially fermentable fibre, clearly reduced the farrowing duration
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and improved the number of live-born piglets. The present study evaluates the effects of the supple-
mentation of lignocellulose during the gestation phase on the farrowing process in breeding sows.

Animals, Materials & Methods

The trial was carried out on a practical sow farm in Upper Austria. A total of 38 sows (40% Austrian
breed OHYB F1 and 60% Danish breed F1) was allocated to two treatment groups according to their
breed and parity. The sows in the control group (n=18) received a standard gestation diet, which nu-
tritional values are listed in table 1. The sows in the test group (Lignocellulose; n = 20) received the
standard gestation diet supplemented with lignocellulose (OptiCell®, agromed Austria GmbH, Krems-
minster Austria) on top without balancing of nutrients. The diet was composed of barley, oats, maize,
sunflower meal, wheat bran, apple pulp, molasses and premix.

Table 1: Nutrient content of standard gestation diet (g/kg resp. MJ/kg as fed)

Parameter Content
Crude protein 130
Crude fibre 65
Crude fat 30
Crude ash 50
Lysin 6.0
Methionine 2.3
Metabolizable energy ME 12.0

The lignocellulose was dosed by hand according to the amounts listed in table 2. Target dosage was
about 70g/sow*day. The supplementation of lignocellulose started in the period between weaning and
insemination and ended with the day of farrowing, when the farm switches the feed to the lactation
diet.

Table 2: Daily energy supply, feed quantities, and dosage of lignocellulose in different gestation periods

Time period Metabolizable energy Feed quantity Supplemented lignocellulose
MJ]/sow*d kg/sow*d g/d %/d

weaning - insemination 45 3.8 65 1.70
days1-7 28 2.3 65 2.71
days 8 - 30 40 3.3 65 1.91
days 31-75 32 2.7 65 2.39
days 76 - 95 36 3.0 75 2.44
days 96 - farrowing 41 3.4 75 2.15

The recorded parameters were the farrowing duration (first piglet to placenta expulsion) and the number
of piglets per litter (live-born, stillborn). Statistic evaluation was carried out as a non-parametric com-
parison of the medians of the two independent samples with Mann-Whitney U Test, IBM SPSS Statistics
24.

Results

The average litter performance is listed in table 3. The supplementation with lignocellulose clearly re-
duced the total farrowing length for more than one hour compared to the control group (239 vs. 305
minutes), although the non-parametric comparison of the medians of the two independent samples
does not lead to significant differences between the experimental groups (p = 0.317). The birth interval
was reduced in the lignocellulose group compared to the control (12.9 vs. 16.2 minutes per piglet born).
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The number of live-born piglets in the lignocellulose group numerically increases (17.60 vs. 16.67) and
raises the share of live-born piglets to 95.1% compared to 88.8% in the control group.

Table 3: Average litter performance of control and lignocellulose group

Control Lignocellulose

Number of litters, n 18 20

Farrowing length, min 239 305
Piglets/litter, n 18.78 18.50
Birth interval (min/piglet) 16.2 12.9
Live-born piglets/litter, n 16.67 17.60
Stillborn piglets/litter, n 2.11 0.90
Live-born piglets, % 88.8 95.1

In addition to the overall shortened farrowing length, the variation in parturition length was also reduced
(figure 1).
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Figure 1: Farrowing length in control and lignocellulose group
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Figure 2: Distribution of frequency of farrowing length in control and lignocellulose group

Figure 2 shows the distribution of the frequency of farrowing length in both groups. In the control
group, two births took longer than nine hours, whereas the longest farrowing duration in the lignocel-
lulose group lasted 7.8 hours.
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Discussion

Farrowing duration and birth intervals are key factors for a successful farrowing influencing stillbirth
rates, piglet survival rate, and colostrum intake. Data from Feyera et al (2018) suggests that a substan-
tial proportion of sows suffer from low-energy status at the onset farrowing which prolongs the farrow-
ing process. A prolonged birthing time is also linked to a higher number of stillborn piglets (Theil 2015).
An additional minute of farrowing duration significantly reduced the sow’s colostrum yield (Hasan et al.,
2019). A long farrowing causing hypoxia in piglets will likely decrease their vitality and chance of sur-
viving (Randle, 1971).

Previous studies have proven that lignocellulose supplementation to sows have a strong effect on re-
duction of farrowing length and piglet survival (Baarslag et. al. 2013; Reyes et al. 2015). This is in line
with the current trial data that resulted in a numerical but visible reduction in farrowing duration and
higher proportion of live-born piglets. The recorded reduced birth interval between piglets can positively
influence piglet survival (Theil, 2015). According to Reyes et al. (2015), lignocellulose supplementation
reduced the weaning to oestrus interval which is in line with the data from Peltoniemi and Oliviero
(2015) who reported an impaired fertility by a prolonged farrowing time. Specific attention has to be
spent to the lignocellulose supplemented in the current study (OptiCell®, agromed Austria GmbH,
Kremsmiinster Austria). Compared to other purely non-fermentable lignocellulose types, OptiCell® is
partly fermentable (Youssef and Kamphues, 2017). This fermentable fibre may generate extra energy
that can contribute to sow’s energy supply for the farrowing process and, thus, is an influencing factor
for the farrowing duration (Theil et al. 2014).

Conclusion

The study provides data on the potential of a lignocellulose supplementation in sows’ diets in reducing
the farrowing time and increasing piglet survival. Especially the reduction of farrowing length deserves
a special interest as this is closely linked to sow’s fertility, piglet’s survival and performance.

Further investigations involving a higher number of sows with measurement of body weight develop-
ment, body condition score and backfat thickness, and a closer investigation of piglet's performance
until weaning will follow to evaluate the specific effects of lignocellulose supplementation in gestating
and lactating sows.
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Abstract

A total of 125,000 sows distributed in 82 farms were divided into three treatment groups according to
the supplemented source of the trace minerals in the diet: 1) 100 mg/kg Zn, 25 mg/kg Cu and 45 mg/kg
Mn as inorganic forms (ITM), 2) equivalent levels of trace minerals as in group 1) but 50% replaced
with organic sources of trace minerals complexed with amino acids and/or peptides (OTM) and 3) 50
mg/kg Zn, 10 mg/kg Cu, and 20 mg/kg Mn in which the trace minerals were chelated to methionine
hydroxy analog (MHAC). The study duration was 2 years. Sow mortality rate decreased from 8.5%
(ITM) to 7.7% (OTM) and 7.2 % (MHAC) (P<0.01). This represented a 9% reduction for OTM and a
15% reduction for MHAC compared to ITM, respectively (P<0.05), and a 6% reduction for MHAC vs
OTM (P<0.05). The percentage of sows retained up to the third parity was significantly higher in sows
fed MHAC (73.9%) than those receiving ITM (67.2%) and OTM (70.7%) (P<0.01). The number of still
born piglets was significantly lower in the MHAC group followed by the OTM and ITM groups, respec-
tively (P<0.01). As a result, the number of weaned piglets was significantly higher for sows receiving
MHAC compared to ITM (-0.6) and OTM (-0.3) (P<0.01). These findings demonstrate that supplying a
more bioavailable source of trace minerals such as those chelated with methionine hydroxy analog
(MHAC) can help to increase the retention rate and the productivity of sows at lower inclusion rates and
thus to reduce trace mineral excretion into the environment.

Introduction

Sow longevity is a crucial factor for the overall economy and the animal welfare of commercial sow
herds. Based on data from commercial farms (PigCHAMP yearly report 2008-2017), culling rates are at
a high level, ranging from 42% to 49%. On the other side, sows start to be profitable after the 3rd
parity (Sasaky et al., 2012), reaching an economic plateau at 5 cycles and more (Gruhot et. al., 2017).
Fertility and lameness problems are the main reasons for culling (McNeil et al., 2018) and can be linked
to different reasons such as housing, management, genotype and nutrition. In the field of nutrition,
modern genotypes of high prolific sows may have an increased requirement for certain nutrients. Among
these nutrients, trace minerals are getting more and more attention due to their fundamental role on
fertility and proper skeletal development (Underwood and Suttle, 1999). Since a long time, trace min-
erals have been used in feed as inorganic forms like sulfates or oxides. Due to the low bioavailability of
such inorganic forms, organic trace minerals have been developed further to improve the stability of
the molecule and thus to increase the uptake of the trace minerals in the digestive tract. One of the
latest developments are the methionine-hydroxy-analog chelates (MHAC). By using the hydroxy analog
of methionine in a 2:1 ratio with zinc, manganese or copper (2 methionine hydroxy analog:1 metal),
four coordinate covalent bonds protect the metal securely to ensure its stability even under low pH
conditions and in the presence of antagonists. A variety of studies have demonstrated its superiority
(Wedekind et al. 2015; Zhao et al., 2013) compared to other, chemically less defined organic trace
mineral molecules which are for example complexed with amino acids and/or peptides (OTM). In this

19. BOKU-Symposium Tiererndhrung 2021 Seite 89



Keller et al.: Chelated trace minerals at reduced levels can improve reproduction parameters and longevity in sows

study, different trace mineral sources, ITM, OTM and MHAC, have been tested in a long-term feeding
study in different commercial sow operations.

Materials and methods

In total, 82 commercial farms in Spain were used for the 2-years trial, which accounted for 125,000
sows as a whole. Sow’s genetics (Topigs, PIC, Hypor and Danbred) as well as the geographical location
(Aragon, Catalonia, Castilla-Ledn, Castilla-La Mancha, Murcia, Galicia and Andalusia) were equally dis-
tributed among the treatments. These 125,000 sows were divided among three treatments according
to the source of trace minerals supplemented in feed (average of 27 farms per treatment with 1532
sows per farm). Treatments were as follows:

e ITM: 100 mg/kg Zn (Zn0), 25 mg/kg Cu (CuSQs), and 45 mg/kg Mn (MnO)

e OTM: 50% ITM, 50% organic trace minerals, with equivalent levels for each trace mineral in
feed than the ITM group. Organic trace minerals were complexed with amino acids and/or
peptides

e MHAC: 50 mg/kg Zn, 10 mg/kg Cu, and 20 mg/kg Mn, all provided as methionine hydroxy
analog chelates (MINTREX®, Novus International Inc., St. Charles, MO, USA).

All diets were based on the FEDNA raw material value tables and nutritional recommendations adapted
to the needs of the different genetics. The housing systems of the farms were identical during gestation
and lactation. The statistical analysis was performed using the SAS GLIMMIX procedure (v9.1, SAS
Institute, Inc., Cary, NC, 1999) considering treatments, genetics and their interactions as fixed effects.
No covariates were used. For all analyses, the farm was considered being the experimental unit. Num-
bers of total born, stillborn, live born and weaned piglets were analyzed using the Poisson regression
model. The probabilities were considered statistically significant at the threshold of P < 0.05.

Results

Results of the different reproductive parameters are presented in Table 1. In general, the groups con-
taining organic trace minerals in the diet improved the production parameters which were significantly
different for all parameters measured when MHAC was used compared to the ITM group (P<0.01).
Farrowing rate was significantly increased in sows fed MHAC versus ITM (P<0.05) and replacement rate
of both OTM and MHAC groups was reduced compared to ITM (P<0.05). MHAC significantly decreased
sow mortality compared to ITM (-15.0%) and OTM (-6.3%; P<0.01 in both cases). The percentage of
sows reaching parity 3 was higher in sows fed with MHAC (73.9%) compared to sows receiving ITM
(67.2%) or OTM (70.7%; (P<0.05)).

Table 1: Results on reproductive parameters and longevity in sows using different trace mineral sources in the
diet

I™ OT™M MHAC SEM p

No. of sow farms 28 26 28
Farrowing rate. % 86.49° 87.24 87.44° 0.18 <0.01
Replacement rate (%) 48.55? 46.14° 46.00° 0.27 <0.01
Mortality rate (%) 8.48° 7.69° 7.20°¢ 0.14 <0.01
Locomotion a b b
Culling rate (%) 18.61 14.93 14.85 0.20 <0.01

i/ rd
Sows arriving to 3 67.18¢ 70.69° 73.93° 0.25 <0.01
parity %

Different superscript letters in the same row indicate statistically significant difference.
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Table 2 shows the different effects of the dietary treatments on the offspring performance. The number
of total born piglets per sow was identical for all the groups (P=0.99). However, the OTM group showed
a reduced number of stillborn piglets compared to ITM group by 34.1% (P<0.05). A further reduction
of 11.1% could be achieved when sows were receiving the methionine hydroxy analog chelates
(P<0.05). Thus, the number of weaned piglets was significantly higher for sows receiving methionine
hydroxy analog chelates compared to those in the ITM and OTM groups (P<0.01). The highest number
of weaned piglets was found in the MHAC group (12.12) which was significantly higher compared to the
OTM (11.87) or ITM groups (11.53) (P<0.01).

Table 2: Results on different litter parameters

IT™™ OT™M MHAC SEM p
No. piglets total born 14.36 14.35 14.36 0.03 0.99
No. piglets born dead 1.232 0.81° 0.72¢ 0.02 <0.01
No. piglets born alive 13.02° 13.41° 13.50° 0.04 <0.01
No. piglets weaned 11.53¢ 11.87° 12.122 0.04 <0.01
Pre-wean mortality % 11.42 11.43 10.18 2.13 0.85

Different superscript letters in the same row indicate statistically significant difference.

Discussion

Trace minerals play a critical role in maintaining normal body function, being cofactors for numerous
enzymes and are involved in collagen and extracellular matrix synthesis. In addition, Zn, Cu and Mn are
crucial for a variety of mechanisms linked to fertility and immune function. In the present study, different
trace mineral sources were tested in a long-term trial with about 125,000 sows. This nhumber of sows
represents 5% of the total breeding sows in Spain (Eurostat, 2018). Inorganic trace minerals (ITM)
were used as a control group against organic trace minerals complexed with amino acids and/or peptides
(OTM) and also against real chelated minerals with methionine hydroxy analog (MHAC) with a defined
2:1 structure (methionine hydroxy analog:mineral). Research has shown that the bioavailability for these
different sources varies significantly, being highest for the MHAC chelated source (Manangi et al., 2013).
In the present study, a reduced locomotion culling rate was found for sows receiving OTM and MHAC
compared to inorganic forms. Significantly lower mortality rate and number of sows up to 3rd parity
was observed in the MHAC group compared to OTM or ITM groups. Moreover, the number of weaned
piglets increased significantly when sows received a more bioavailable trace mineral source, MHAC
(showing the highest weaning rate) against ITM (the lowest weaning rate) or OTM (with an intermedium
weaning rate). Therefore, the performance of animals can be linked to the molecular properties of the
trace mineral source supplemented into the diets, which is correlated to its stability and bioavailability
(Predieri et al., 2003), being highest for MHAC and lowest for ITM. These observations are in line with
another long-term study in commercial sow farms in the US (Zhao et al., 2012; Wedekind et al., 2015)
also reporting reduced culling rates of gilts and sows due to reduced locomotion problems, lower mor-
tality, higher farrowing rates and increased number of weaned piglets when inorganic sulfates were
replaced by MHAC. Results on reduced locomotion problems indicates that a more bioavailable source
of trace minerals in the form of MHAC improves skeletal integrity. It has also been reported that sup-
plying a higher bioavailable source of trace minerals can positively affect the immune system (Dibner,
2005), which could explain the lower mortality rates found in the MHAC group. As a conclusion, a more
bioavailable chelated trace mineral source (MHAC) supplemented at a reduced level compared to the
inorganic minerals (ITM) can be an efficient solution to improve sow longevity and productivity. A lower
inclusion rate of trace minerals also contributes to the protection of the environment by lower mineral
excretion levels.
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Conclusion

Reduced levels of methionine hydroxy analog chelated trace minerals compared to inorganic forms or
complexed trace minerals with amino acids and/or peptides, reduced sow mortality, improved sow re-
tention rate until parity 3 and increased total number of weaned piglets. In addition, the higher bioa-
vailability of methionine hydroxy analog trace minerals, together with the lower dietary levels helps to
avoid excess mineral excretion into the environment.
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Abstract

Reducing body weight losses in sows during lactation is still an issue in sow nutrition. Energy supply can
be improved with fat supplementation and additional use of nutritional emulsifiers, like hydrolysed leci-
thins (lysolecithins). In lactating sows, they have shown to improve diet digestibility, reduce body weight
losses, improve milk quality, and litter performance.

The aim of this study was to evaluate the effects of using lysolecithin (FRA® LeciMax Dry) as a supple-
ment in the lactation feed of breeding sows on their body weight development, litter performance and
milk quality. A total of 39 sows were divided into two groups (control; n =19; trial 1,0 kg/to FRA®
LeciMax Dry, n = 20). During lactation, the addition of lysolecithin numerically reduced the body weight
losses and significantly reduced the loss in body condition scoring (BCS). The number of days from
weaning to first oestrus was reduced by 0.6 days in the trial group compared to the control. There were
no significant differences in the litter data. The percentage of stillborn piglets was slightly reduced in
the trial group compared to the control. Similarly, the daily gains of piglets in the trial group were slightly
higher compared to the control, which also resulted in an improved litter weaning weight. In the colos-
trum, fat and protein levels were significantly higher in the sows receiving lysolecithin than in the control
group. On day 21 of lactation, both dry matter and protein levels were significantly higher in the test
animals.

Supplementation of lysolecithin for sows reduces the mobilisation of body mass, which can also have a
positive effect on fertility and longevity. Higher protein and fat contents in colostrum and milk in later
lactation, also in connection with the lower weight loss during the suckling phase, indicate improved
nutrient uptake and digestibility due to the addition of lysolecithin. The improved ingredients in sow's
milk also show a potential to improve the piglets' energy and nutrient supply through the addition of
lysolecithin in the sow.

Einleitung

In der Sauenhaltung ist die Laktation bei den aktuellen genetischen Herkiinften mit hohen Ferkelzahlen
und entsprechend hoher Milchleistung eine kritische Phase. Bei ungeniigender Energiezufuhr mobilisie-
ren Sauen verstarkt Korpersubstanz, um den Ferkeln ein gutes Wachstum zu ermdglichen. Die Energie-
versorgung lasst sich tiber Fettzulagen verbessern, mit positiven Effekten auf den Milchfettgehalt damit
auch auf die Versorgung der Saugferkel. In der Literatur werden dazu verschiedene Leistungseffekte
wie mehr Glykogen in Muskulatur und Leber von Ferkeln zur Geburt, geringere Mortalitét der Ferkel
oder hdhere Absetzgewichte beschrieben (Pettigrew, 1981). Eine Ubersichtsarbeit von Josero et al.
(2016) zeigt positive Effekte der Fettzulagen auf die Energieaufnahme, Kérpermasseentwicklung der
Sau und die Wurfgewichte.

Nahrungsfette sind nur dann verdaulich, wenn sie ausreichend emulgiert werden. Der Zusatz von Emul-
gatoren als Futteradditive kann vorteilhaft sein, um die Nahrstoffe effizienter zu nutzen, da sie den
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Einbau von Fettsduren in Mizellen férdern. Als Emulgatoren kénnen hydrolysierte Lecithine (auch als
Lysolecithine bezeichnet) eingesetzt werden. Sojalecithine enthalten hohe Gehalte an Phosphatidylcho-
lin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE; Garti, 2002), nach Hydrolysierung entstehen die entspre-
chenden Lyso-Varianten (LPC, LPE), welche die Nahrstoffabsorption insgesamt, insbesondere aber die
Verdaulichkeit von Fetten verbessern (Overland et al., 1993). Bei laktierenden Sauen mit hohen Fett-
konzentrationen im Futter konnten Zhao et al. (2017) feststellen, dass die Zugabe von Lysophospholi-
piden als Emulgator den Koérpermasseverlust und den Riickgang an Riickfettdicke verringerte, die
Nahrstoffverdaulichkeit verbesserte und die Milchfettkonzentration positiv beeinflusste.

Das im Versuch eingesetzte Produkt FRA® LeciMax Dry (FRAMELCO BV, The Netherlands) ist ein Emul-
gator auf Basis von hydrolysierten Lecithinen, welche die Phospholipide der Galle beim Emulgieren der
Fette unterstiitzen und in weiterer Folge die Bildung kleiner, stabiler Mizellen, die einfach absorbiert
werden kdnnen, fordern.

Das Ziel dieser Studie war es, die Effekte des Einsatzes von FRA® LeciMax Dry als Supplement im
Laktationsfutter von Zuchtsauen auf deren Kérpermasseentwicklung, die Wurfleistungen und die Milch-
qualitat zu prifen.

Tiere, Material & Methoden

Der Versuch wurde mit insgesamt 39 Sauen (Danbred x Pietrain, BHZP, 77) auf einem konventionell
wirtschaftenden Versuchsbetrieb in Deutschland durchgefiihrt. Die Sauen wurden am 7. Tag vor dem
Abferkeln in die Ferkelschutzkérbe aufgestallt. Nach dem Wurfausgleich 24 Stunden p.p. verblieben 13
Ferkel bei jeder Sau. Die Ferkel wurden nach durchschnittlich 26 Tagen abgesetzt. Die Fiitterung mit
pelletiertem Futter erfolgte zweimal tdglich per Hand gemaB betriebsinterner Fitterungskurve. Die
Sauen wurden nach Paritdt und Kdrpergewicht gleichmaBig und zuféllig auf die Versuchsgruppen ver-
teilt: Kontrolle (ohne Zusatz, n = 19) oder Versuch (1,0 kg/to FRA® LeciMax Dry, n = 20). Das Ver-
suchsfutter wurde als Laktationsfutter ab Tag 7 vor dem kalkulierten Abferkeltermin eingesetzt. Die
Nahrstoffgehalte des Futters sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Zulage von FRA® LeciMax Dry erfolgte
»on top" ohne Nahrstoffausgleich. Die Futtervorlage erfolgte fir alle Sauen einheitlich gemaB Futter-
kurve.

Tabelle 1: Nahrstoffgehalte in der Versuchsration (g/kg bzw. M1/kg)

Parameter Gehalt
Rohprotein 165
Rohfett 54
Rohfaser 53
Rohasche 57
Calcium 8,5
Phosphor 5,5
Natrium 2,5
Lysin 10,5
Methionin 3,0
Umsetzbare Energie (ME) 13,2

Folgende Parameter wurden betrachtet: Lebendmasse Sau (7 Tage a.p., Absetzen), Korperkondition
Sau (BCS; 7 Tage a.p., Absetzen), Wurfparameter, Anzahl Laktationstage, Mortalitat Ferkel bis zum
Absetzen, Dauer bis zur 1. Besamung (Tage vom Absetzen bis zum 1. Ostrus), Kolostrum- und Milch-
qualitat.

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung des statistischen Programms SPSS. Zur Anwendung
kam ein allgemeines lineares Modell. Signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der
Versuchsgruppe wurden durch einen paarweisen Vergleich bestimmt. Die Ergebnisse wurden bei einem
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p-Wert <0,05 als signifikant gewertet. Folgendes statistisches Modell wurde genutzt:

Yi = J + Futteri + e

Yi; = abhangige Variable

M = Gesamtmittelwert

Futteri = fixer Effekt der Zulage (i= 1...3)
ei = zufalliger Restfehler

Ergebnisse

Bei der Koérpermasseentwicklung der Sauen (Tabelle 2) reduzierte der Zusatz von FRA® LeciMax Dry
numerisch die Lebendmasseverluste und signifikant auch den Verlust beim BCS. Die Anzahl der Tage
vom Absetzen bis zum ersten Ostrus war in der Versuchsgruppe um 0,6 Tage gegeniiber der Kontrolle
reduziert.

Tabelle 2: Kérpermasseentwicklung der Sauen und Dauer bis zur 1. Besamung (Mittelwerte)

Kontrolle Versuch
FRA® LeciMax Dry

Anzahl, n 19 20
Paritét, n 4,32 4,30
Lebendmasse d 7 a.p., kg 292 283
Lebendmasse Absetzen, kg 251 248
Gewichtsverlust, kg (%) 41 (14) 35(12)
BCS d 7 a.p* 3,26 2,82
BCS Absetzen 2,37 2,35
A BCS, % - 27,22 - -15,2b
Dauer bis zur 1. Besamung, d 5,7 5,1

BCS Score = 1 (zu mager) — 5 (viel zu fett); ® signifikante Unterschiede p < 0,05

Bei den Wurfdaten (Tabelle 3) traten keine signifikanten Unterschiede auf. Der Anteil der totgeborenen
Ferkel war in der Versuchsgruppe leicht gegeniiber der Kontrolle reduziert. Die taglichen Zunahmen der
Ferkel in der Versuchsgruppe nach dem Wurfausgleich auf 13 Ferkel (24 h p.p.) waren im Vergleich zur
Kontrolle um rund 7 g hoher, was auch in um 3,6 kg hoheren Absetzgewichten des gesamten Wurfs
resultierte.

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung des Kolostrums (an Tag 1 nach dem Abferkeln) sowie
der Sauenmilch am Tag 21 der Laktation. Im Kolostrum waren die Gehalte an Fett und Protein bei den
Sauen, die FRA® LeciMax Dry erhielten, signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe. Am Tag 21 der
Laktation waren sowohl Trockenmasse als auch Proteingehalte bei den Versuchstieren signifikant ge-
steigert.

Tabelle 3: Wurfdaten und Entwicklung der Ferkel (Mittelwerte)

Kontrolle Versuch
FRA® LeciMax Dry

Ferkel, gesamt, n 19,8 19,4

lebend geboren, n 17,3 17,8

tot geboren, n 2,5 1,6
Wurfgewicht, lebend geborene, kg 22,1 22,4
Lebendgewicht nach Wurfausgleich 1,40 1,36
Lebendmassezunahme!, g/d 227,0 233,6
Anzahl abgesetzter Ferkel/Wurf, n 12,1 12,5
Wurfgewicht, Absetzen, kg 86,9 90,6

tvom Wurfausgleich bis zum Absetzen Tag 26
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Sauenmilch (Mittelwerte £ StabW)

Kontrolle Versuch
FRA® LeciMax Dry
n=12 n=12
Tag 1 nach dem Abferkeln (Kolostrum)
Trockenmasse TM, % 40,99 + 3,96 41,24 + 2,87
Protein, g/kg TM 617,70 + 20,022 656,97 + 17,63°
Fett, g/kg TM 224,24 + 17,35° 186,93 + 17,45
Laktose, g/kg TM 132,10 + 15,54 130,76 + 14,48
Tag 21 nach dem Abferkeln
Trockenmasse TM, % 35,14 + 4,69% 38,56 + 3,47
Protein, g/kg TM 248,01 + 9,98* 257,25 + 13,58Y
Fett, g/kg TM 429,26 + 21,79 422,10 + 23,03
Laktose, g/kg TM 281,24 + 24,32 279,79 £ 19,71

ax signifikante Unterschiede p < 0,05

Diskussion

Die Bewertung von Kérpermasseverlusten oder die Nutzung des Body Condition Scoring (BCS) bei Sauen
sind wichtige Kontrollinstrumente (Wahner 2006). Die Zulage von FRA® LeciMax Dry verringerte in die-
sem Versuch den Kérpermasseverlust sowie reduzierte den Riickgang beim BCS von der Geburt bis zum
Absetzen. Lysolecithine verbessern die Verdaulichkeit verschiedener Nahrstoffe (Overland et al., 1993).
Bei Sauen konnten Zhao et al. (2017) durch eine Lysophospholipidzulage eine verbesserte Trocken-
masse-, Fett und Proteinverdaulichkeit nachweisen. Die Wirkung des Emulgators reduzierte im Versuch
auch signifikant die Korpermasseverluste der Sauen und erhdhte die Fettgehalte in der Sauenmilch,
blieb aber ohne Einfluss auf die Ferkelleistungen. Wang et al. (2019) fanden vergleichbare Effekte bei
der Verringerung der Kérpermasse der Sauen und konnten gleichzeitig ein verbessertes Wachstum der
Ferkel aufzeigen. Das Wachstum der Ferkel in der Sdugephase steht in engem Zusammenhang mit
deren Versorgung mit Energie und Nahrstoffen durch die Muttermilch. Jackson et. al. (1995) konnten
aufzeigen, dass maternale Fettzulagen in der Vorbereitungs- und Laktationsfiitterung die Fettgehalte im
Kolostrum und der Milch in der spateren Laktation erhéhen. Die signifikant héheren Gehalte an Milch-
protein und -fett im vorliegenden Versuch erkldren die zumindest nominell verbesserten Ferkelleistun-
gen. Wechselwirkungen zwischen Korperkondition und Fruchtbarkeit beschreiben Bracken et al. (2003).
Demnach verlangerte ein geringer BCS die Zeit bis zur ersten Besamung, gleichzeitig hatten Sauen mit
einem verkiirzten Absetzen-Ostrus-Intervall Vorteile bei der Follikelentwicklung. Im vorliegenden Ver-
such hatten die Sauen mit der FRA® LeciMax Dry ein um 0,6 Tage (p > 0,01) verkirztes Intervall bis
zur ersten Besamung bei vorher reduzierter Mobilisierung an Kérpermasse, was auch auf Vorteile einer
Zulage an Lysolecithin fiir die Fruchtbarkeit hinweisen kdnnte.

Schlussfolgerung

Eine Supplementierung von Lysolecithin fiir Sauen reduziert die Mobilisation von Kérpermasse, was auch
Fruchtbarkeit und Langlebigkeit positiv beeinflussen kann. Hohere Protein- und Fettgehalte in Kolostrum
und der Milch in der spaten Laktation, auch im Zusammenhang mit dem geringeren Gewichtsverlust
wahrend der Sdugephase, weisen auf eine, durch den Zusatz an Lysolecithin, verbesserte Nahrstoffauf-
nahme und Verdaulichkeit hin. Der optimierte Gehalt an Inhaltsstoffen in der Sauenmilch zeigt zudem
ein Potential auf, Gber den Zusatz von Lysolecithin, bei der Sau die Energie- und Nahrstoffversorgung
der Ferkel zu fordern.
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Abstract

Piglets experience a high level of stress during the onset of the fattening phase due to changes in social
structures and feeding. Incorporation of flavors in the feed supports constant levels of feed intake thus
avoiding drops in performance. This study aimed to evaluate if a combination of vanilla and fruity flavors
could maintain high interest in variable feeds across different ages. 384 crossbred (Topigs 20 x Piétrain)
piglets were separated at weaning into two groups (eight pens per group: four pens with females and
four pens with uncastrated males; 24 animals per pen), according to gender and weight. The control
group received commercial starter feeds without flavor, while the other group received diets with added
flavor (500 g/t Cuxarom Fruit 210, a sweetish, berry multifruit note combined with creamy vanilla). After
49 days, 264 animals from both groups were rehoused and given an early-grower feed with or without
added flavor for 7 days. Consequently, animals from the trial group again received flavor-supplemented
feed and vice versa. During the early-grower phase, the feed intake of the trial group was 11.2% higher
than that of the control group. Moreover, the trial group gained significantly more weight during the
early-grower phase (+12.2%) in comparison to the control group. This indicates that the animals prefer
the flavor they were familiarized with during the starter phase. This memory effect leads to an increased
feed intake and weight gain in early-grower pigs and can counteract drops in performance, particularly
when mixing animals or transitioning.

Einleitung

Besonders wahrend des Absetzens und zu Beginn der Mastphase sind Ferkel groBem Stress ausgesetzt.
Sie werden von der Sau und ihren Wurfgeschwistern getrennt und mit anderen, ihnen unbekannten
Ferkeln in einem neuen Stall unter anderen klimatischen Bedingungen untergebracht. Zudem bekom-
men sie neues Futter (Campbell et al., 2013). Durch Stress und Futterwechsel kann in diesen Phasen
haufig eine reduzierte Futteraufnahme beobachtet werden, welche sich in einem merklichen Leistungs-
abfall oder auch einer erhéhten Infektanfalligkeit duBert. Die Verwendung von Aromastoffen im Futter
kann der Reduktion der Futteraufnahme und so einem mdglichen Leistungsabfall entgegenwirken
(Jeroch et al., 2008).

Schweine gehdren zu den sogenannten makrosmatischen Saugetieren. Ihr ausgepragter Geruchssinn
erkennt auch feine Nuancen, die vom Menschen nicht wahrgenommen werden kdnnen (Roura und
Tedod, 2009). Entsprechend spielen Aromen bei Schweinen eine wichtige Rolle bei der Erkennung eines
aus geschmacklicher Sicht hochwertigen Futtermittels. Einmal gefestigt, kénnen solche positiven Asso-
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zZiationen Uiber langere Zeitraume anhalten (Oostindjer et al., 2011; Clouard et al., 2012). Vorausgegan-
gene Studien konnten bereits zeigen, dass junge Ferkel vor allem milchige, vanillebetonte Aromen be-
vorzugen, wohingegen altere Ferkel eher fruchtige Aromen favorisieren (Diingelhoef und Danckworth,
2006). Demzufolge kdnnte eine Kombination von Vanille- und Fruchtaromen ein gemeinsames Interesse
fir unterschiedliche Futtermittel altersiibergreifend bei Ferkeln und jungen Mastschweinen erzeugen.
Dies wurde 2017 in einem zweiteiligen Versuch an der Fachhochschule Osnabriick untersucht.

Material und Methoden

Der erste Versuchsteil wurde mit 384 Absatzferkeln (Topigs 20 x Piétrain) im Alter von etwa 28 Tagen
durchgefiihrt. Die Tiere wurden im Flatdeck getrenntgeschlechtlich in 16 Buchten zu je 24 Tieren so
aufgeteilt, dass ein gleiches Ausgangsgewicht in beiden Gruppen gewahrleistet war. Die Schweine der
Kontrollgruppe erhielten ein Futter ohne Zusatz von Aromastoffen, wahrend die Versuchsgruppe ein
Futter mit 500 g/t Cuxarom Fruit 210, einer siiBen Multifruchtnote in Kombination mit cremiger Vanille,
erhielt. Das Futter stand den Tieren zur freien Verfiigung. Der erste Versuchsteil dauerte 49 Tage. Die
Tiere erhielten in diesem Zeitraum nacheinander zwei handelstibliche Futtermittel in Pelletform. Das
erste Futter enthielt 13,8 MJ metabolisierbare Energie (ME)/kg, 16,75% Protein und 1,35% Lysin. Das
Futter der zweiten Flitterungsphase enthielt 13,6 MJ ME/kg, 17,50% Protein und 1,20% Lysin.

Der zweite Versuchsteil umfasste 264 Tiere, die nach dem Zufallsprinzip aus dem ersten Versuchsteil
ausgewahlt wurden und deren Entwicklung in der anschlieBenden Mastphase weiterverfolgt wurde. Die
Tiere wurden hierfiir in 12 Buchten mit jeweils 22 Tieren umgestallt. Die Zuordnung zu Kontroll- oder
Versuchsgruppe erfolgte nach der entsprechenden Zuordnung im ersten Versuchsteil. Folglich erhielten
die Tiere der Kontrollgruppe fiir die folgenden 7 Tage weiterhin ein Futter ohne den Zusatz von Aro-
mastoffen, wahrend die Schweine der Versuchsgruppe wieder aromatisiertes Futter mit dem gleichen
Aroma in der gleichen Dosierung wie im ersten Teil der Studie erhielten. Das Vormastfutter enthielt 13,4
MJ ME/kg, 16,00% Protein und 1,10% Lysin.

Die Futteraufnahme wurde wahrend der Starterphase (Tage 1-49) und zu Beginn der Mastphase (Tage
49-56) gemessen. Zusatzlich wurden die Tiere an den Tagen 0, 7, 20, 49 und 56 gewogen.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse wobei ein Effekt
nur dann als signifikant eingestuft wurde, wenn Pkleiner als 0,05 war.

Ergebnisse

Wahrend beider Versuchsphasen zeigte sich eine erhdhte Futteraufnahme in der Versuchsgruppe. Der
Unterschied zur Kontrollgruppe wurde besonders zu Beginn der Mastphase deutlich (Abb. 1). Allerdings
erreichten die Werte kein signifikant unterschiedliches Niveau. Zu Beginn des Versuchs lag das Durch-
schnittsgewicht bei 8,2 bzw. 7,9 kg und wies zu diesem Zeitpunkt keinen statistisch signifikanten Un-
terschied auf. Wahrend des ersten Versuchsabschnittes im Flatdeck unterschieden sich die
durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahmen der beiden Gruppen nicht voneinander (Abb. 2). Zu
Beginn der Mastphase zeigten jedoch die Tiere in der Versuchsgruppe signifikant héhere Gewichtszu-
nahmen. Diese deutliche Steigerung der Tageszunahmen fiihrte auch zu einer statistisch signifikanten
Steigerung der taglichen Gewichtszunahme der Versuchsgruppe gemessen (iber den gesamten Ver-
suchszeitraum (Abb. 2).
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Abbildung 1: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme in Kontroll- und Versuchsgruppe wahrend der gesamten

Starterphase im Flatdeck (links) und wahrend der ersten sieben Tage im Maststall (rechts). Fehlerbalken zeigen
Standardfehler. 2> 0,05.
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Abbildung 2: Durchschnittliche tdgliche Gewichtszunahme in Kontroll- und Versuchsgruppe wahrend ausgewahlter
Phasen im Versuchszeitraum. Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Sternchen zeigen signifikante Unter-
schiede, *, P < 0,05.
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Diskussion

Eine verminderte Futteraufnahme und damit einhergehende LeistungseinbuBen sind haufig im Zusam-
menhang mit einem erhdhten Stresslevel zu beobachten. Umstallungen oder Umgruppierungen, die
haufig auch mit einem Futterwechsel einhergehen, kénnen der Ausloser fiir ein solches erhdhtes Stress-
level sein. Im vorliegenden Versuch konnte gezeigt werden, dass die Tiere, die wahrend der Aufzucht-
phase bereits an eine bestimmte Aromakomponente gewéhnt wurden, diese Geschmackskomponente
wahrend der darauffolgenden Mastphase wiedererkennen konnten. Dies fiihrte zu einer Verbesserung
der Futterakzeptanz, was sich wiederum in einer erhdhten Futteraufnahme der Versuchsgruppe zu Be-
ginn der Mastphase widerspiegelte, wenn auch kein statistisch signifikantes Niveau erreicht wurde. In-
teressanterweise war die Futteraufnahme auch bereits wahrend der Aufzuchtphase in der
Versuchsgruppe leicht erhoht. Dies kann als ein Indiz fiir die erhéhte Schmackhaftigkeit des Futters
durch die Zugabe einer Aromakomponente angesehen werden. Wahrend der Aufzuchtphase konnte die
tendenziell erhohte Futteraufnahme jedoch nicht in den durchschnittlichen téglichen Gewichtszunahmen
abgebildet werden. An dieser Stelle muss auch in Betracht gezogen werden, dass sich die Tageszunah-
men in diesem Versuch mit Werten von > 500 g auf einem sehr hohen Niveau befunden haben. Auffallig
ist jedoch die signifikante Steigerung der durchschnittlichen Tageszunahmen zu Beginn der Mastphase.
Hier zeigt sich, dass die positiven Assoziationen mit dem Futtergeschmack, den die Mastschweine bereits
in der Aufzuchtphase kennengelernt haben, das Risiko von LeistungseinbuBen beim Eintritt in die Mast-
phase verringern kdnnen und die Tiere die Umgruppierung und den daraus resultierenden Stress besser
bewaltigen kdnnen.

Schlussfolgerung

Durch die kontinuierliche Fitterung einer gleichbleibenden Aromakomponente wahrend Aufzucht und
Mast, welche die Geschmackspréferenzen beider Altersgruppen abdeckt, kann die Futteraufnahme zu
Beginn der Mastphase stabilisiert werden. Dies resultiert in einer deutlichen Verbesserung der taglichen
Gewichtszunahmen zu Mastbeginn. Der Einsatz von Aromen kann somit das Risiko einer reduzierten
Futteraufnahme und damit verbundener LeistungseinbuBen wahrend Phasen mit einem erhdhten
Stresslevel minimieren.
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Abstract

Recent years have seen an increasing trend toward organic pig farming within the Czech Republic and
many other countries. One impetus for this development is probably a shifting orientation among con-
sumers from product price to product quality accompanied by growing interest in organic quality meat.
Another important factor is the effort to create more humane conditions for farmed animals and to meet
welfare requirements. Last but not least, such farming methods are also more environmentally friendly
and support transforming agriculture and food systems to sustainability. The essence of organic farming
is a return to nature and historic tradition. For pigs, this means pasture farming systems based on
collecting such foods as acorns and chestnuts. In some regions, these farming methods have been
maintained as ancient traditions and are still used to this day. In many other places, including the Czech
Republic, however, these methods represent a return to a forgotten tradition. We have decided to
update the information and determine the nutritional value of acorns commonly occurring in the Czech
landscape and evaluate the effects these feeds have on growth of pigs. This information is instrumental
in optimizing feeding rations for pigs reared through alternative methods as well as evaluating the
effects these feeds have on the quality of meat produced.

Introduction

The amount of extensive farming has recently begun to increase again. These farms use pasture sys-
tems which mark a return to historical farming practices and more natural lives for pigs that are based
on such natural sources as collecting the likes of acorns and chestnuts. Extensive farming including
pasturing of pigs was partially maintained, and today it is returning in the form of alternative farms due
to efforts to protect animals from abuse and maintain biodiversity as well as the economic opportunity
associates with increasing demand for meat produced naturally or of organic quality.

Pasture farming uses autochthonous breeds, as these are hardier and accustomed to the given envi-
ronment, and for most such breeds pasture farming has been maintained as an ancient tradition. Ex-
amples of such breeds can be seen in the Iberian pig in Spain, the Alentejano pig in Portugal, the Cinta
Senese in Italy, and the Mangalica in Hungary. Such traditions have not been maintained in the Czech
Republic, but such breeds as the native Prestice Black-Pied can be used for these purposes. The Prestice
Black-Pied is very adaptable, undemanding and capable to utilize pasturing.

The pasture fattening affects the quality of meat and fat produced due to the feed composition. The
meat’s physical and organoleptic properties change and its composition are influenced substantially in
terms of fatty acids. Pigs fed with acorns produce fat and meat with significantly different fatty acids,
in particular with increased oleic acid, which further affects sensory properties (Pugliese et al., 2008).
Nutritional properties also differ, of course, inasmuch as the proportion of fatty acids changes to become
advantageous for human nutrition from a cardiovascular perspective (Fallola et al., 1998). Pugliese et
al. (2009) reported that Cinta Senese boars fed with chestnuts and acorns had increased monounsatu-
rated fatty acid content in fat in comparison to animals fed with a common commercial concentrate,
primarily due to increased oleic acid levels. Similarly, Petron et al. (2004) found more oleic acid and less
stearic and palmitic acids in the meat of Iberian pigs fed with acorns. Although the resulting product
has higher fat content than does that of commonly reared pigs, it is healthier for consumers due to its

Seite 102 19. BOKU-Symposium Tierernahrung 2021



Bélkova et al: Acorns as organic component of pig diet

high content of beneficial omega-3 fatty acids and oleic acid, which, among other effects, positively
influence cholesterol levels.

The tradition of pasturing in the Czech Republic was commonplace approximately 50 years ago. This is
reflected in nutrient value tables for feedstuffs from 1965 (Cvancara 1965). In the following decades,
agriculture in the Czech Republic was intensified and so feedstuffs gradually changed. We have decided
to update the information and determine the nutritional value of acorns commonly occurring in the
Czech landscape and evaluate the effects this feed have on growth of pigs and the quality of meat
produced.

Material and methods

The objective of this study was to determine the nutritional value of acorns in first phase. We used
fallen acorns from English oaks (Quercus robur) and northern red oaks (Quercus rubra) from 3 different
stands respectively. Dried, unpeeled nuts were analyzed according to standard methodology. Dry mass
was determined gravimetrically after drying for 4 h at 105°C. Nitrogen was determined after converting
nitrogen compounds to ammonium sulfate through mineralization with sulfuric acid and distilling am-
monia through alkalimetric titration. Nitrogen substances were then determined by multiplying the
amount of nitrogen by 6.25. Fat was determined using dichloromethane extraction with the extracted
fat determined gravimetrically. Ash was determined gravimetrically as the residue after the complete
burning of organic matter at 550°C. Fiber was determined as the solid residue after acid and alkaline
hydrolysis using sulfuric acid and potassium hydroxide after deducting ash gravimetrically. Starch was
determined polarimetrically after hydrolysis using a 1.125% solution of hydrochloric acid. Sucrose con-
tent was determined by extracting water and then clarifying the water extract with Carrez reagents,
and carbohydrate content before and after inversion with 0.1M HCl was determined in an aliquot of the
solution using the Luff-Schoorl method. Fatty acid composition was determined after chloroform-meth-
anol extraction of total lipids and alkaline trans-methylation of fatty acids. Gas chromatography of me-
thyl esters was carried out using a Hewlett Packard 5890 Series II chromatograph, evaluation according
to standard FAME Mix (37 Component) Supelco.

In the second phase of our work, the aim is to determine the effect of acorns as a component of feed
mixture for fattening pigs on animal growth and meat and fat quality. A total 20 animals of Prestice
Black-Pied breed were included in the experiment, 10 pigs in experimental group and 10 pigs in control
group. The water and feed intake was ad libitum. Animals in control group are fed with commercial feed
mixtures containing 87.7 % of dry matter, 139.86 g/kg of crude protein, 42.23 g/kg of fat, 59.35 g/kg
of crude fibre, 5.9 g of lysine. The experimental group is fed with the mixture with the addition of 10
% of acorns. The mixture contains 87.85 % of dry matter, 140.00 g/kg of crude protein, 38.49 g/kg of
fat, 54.95 g/kg of crude fibre, 6.4 g of lysine. The experiment was started at an average pig weight of
73 kg and the animals are weighed regularly after 7 days. At an average weight of 115 kg, pigs are
slaughtered in a slaughterhouse. At the time of 24hours after the slaughter, samples of fat and Musculus
longissimus lumborum et thoracis are collected from the region between the second and the third last
rib for fat and fatty acids content analysis.

Table 1. Average nutrient values for acorns determined by analysis.

Nutrient content in %
Dry matter Dry matter

for analy- in original Crude
Feed sis weight protein Fat  Fiber Starch Sucrose Ash
Acorns (English
oak) 90.76 52.01 4.77 4.07 9.82 35.31 0.00 2.00
Acorns (North-
ern red oak) 90.39 57.17 455 1043 19.94  25.81 120 2.00
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Results and discussion

Considering their high starch content acorns can be classified as a high-carbohydrate feed. The results
of the analysis are presented in Table 1. These values were compared with data found in the literature
(i.e., with the nutrient value tables for feedstuffs from Cvancara 1965), which are presented in Table 2.
In addition to the feedstuffs’ basic nutrient contents, this source also provides us the previously used
starch equivalent and oat unit values as well as the ratio of digestible protein to starch equivalent. When
comparing older values with those newly determined (Tables 1 and 2), generally only small differences
are recorded (after conversion to 100% of dry matter). For English oak acorns, nitrogen content values
are almost identical, but there are more substantial differences in fat and fiber content, where our
analysis recorded higher values in comparison to the nutritional table values.

Table 2. Feedstuffs’ organic nutrient content in original weight and feeding values (adapted from Cvancara 1965).

Gross nutrients in %

Dry
Feed matter  Nitrogen Fat Fiber NFE! Ash Protein  NPN?
Fresh unpeeled
acorns 50.0 _ _ _ _ - _ -
Dried acorns 88.3 3.95 3.22 8.68 68.45 1.00 2.96 0.99

L NFE, nitrogen-free extract.
2NPN, non-protein nitrogen.

The composition and nutritional values of acorns were also provided in Nehring’s Lehrbuch der
Tierernahrung und Futtermittelkunde (1952). For dried acorns, it provides the following values: dry
matter 81.5%, protein 7.5%, fat 4%, fiber 9%, nitrogen-free extract 59%, and ash 2%. This gives an
especially different value for protein content that is substantially higher than the value we determined
as well as the value stated in the historical nutritional value tables (Cvancara 1965). Nehring’s book also
provided instructions for feeding acorns to pigs: 1-2 kg of fresh acorns or 0.5-1 kg of dried acorns,
preferably peeled (Nehring 1952). We have determined fatty acid contents of all nuts. A total of 35 fatty
acids were determined, there are some of the more significant saturated FA, the most important repre-
sentatives of unsaturated fatty acids and the aggregate value of the SFA, MUFA, PUFA in Table 3. If we
compare the average values acorns, we find a higher content of SFA. Significant differences are found
between English oak acorns and northern red oak acorns. There were found the lowest value of SFA
and the highest value of PUFA from all examined samples in red oak acorns. A higher proportion of
unsaturated fatty acids, oleic and linoleic should positively affect the composition of pigs’ meat and fat
and thus human health as reported Fallola et al. (1998), Petron et al. (2004) and Pugliese et al. (2009).
We are currently evaluating data obtained in the experiment at our workplace.

Table 3. The summary results of the analysis of fatty acids in acorns (rel.%)

Fatty English Northern
acids oak red oak
Myristic Ci14:0 0.31 0.16
Palmitic C16:0 17.12 12.00
Stearic C18:0 4.13 2.73
Oleic C18:1n9 35.82 41.02
Linoleic C18:2n6 29.27 35.15
alfa-Linolenic C18:3n3 2.92 1.75
Arachidonic C20:4n6 0.23 0.08
SFA 25.31 17.42
MUFA 39.68 43.11
PUFA 34.98 39.45
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Conclusion

Acorns are a high quality and natural feed for pigs with a positive effect on the quality of the meat
produced. Acorns have not always been just feed for pigs, however. For many generations of our pre-
decessors since antiquity, acorns constituted a common and very important dietary component. In his
book The Earth Care Manual, British permaculture expert Patrick Whitefield even presented the possi-
bility of transforming agriculture from cereal crops toward nut trees, such as walnut, hazel, oak, and
chestnut (Whitefield 2011). It is clear that acorns have not lost their importance, and we can probably
expect their significance to grow in the future.
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Abstract

Animal well-being is a topic of increasing concern for both meat producers and consumers. One of the
challenges affecting animal welfare during piglet rearing and pig fattening is tail and ear biting. In
addition to the negative effect on animal welfare, tail and ear biting account for considerable economic
losses due to secondary infections and carcass condemnation. This makes it a serious problem with
consequences on animal well-being, productivity and marketability.

The occurrence of ear injuries often correlates with the incidence of tail injuries. Besides high stocking
density, other management-related stressors are hypothesized as possible causes. As previous studies
indicate, increased activity in pigs and piglets seems to be connected to higher levels of tail and ear
biting. Statham et al. (2009) showed that pigs were more active before a tail biting burst as compared
to pigs showing no tail biting. Based on this knowledge, preventing such increase in activity could
potentially decrease the occurrence of tail biting in pigs.

The aim of the study was to test a feed additive (MagPhyt, Dr. Eckel Animal Nutrition GmbH & Co. KG),
on long-tail (undocked) piglets and assess the calming effect of its components. In this work, ear status
and overall score (status of tails, ears and inflammation and necrosis score) were evaluated. The results
show that the phytogenic additive significantly improved the status of the ears and the overall scores,
suggesting that it can efficiently support well-being and health of undocked piglets.

Einleitung

Die Unversehrtheit unserer Nutztiere, ihre Gesundheit und ihr Wohlbefinden, sind in jiingster Zeit immer
starker in den Fokus geriickt — innerhalb der Branche wie auch in der 6ffentlichen Wahrnehmung. In
der Haltung von Ferkeln und Schweinen stellt insbesondere das Schwanz- und OhrenbeiBen
(Caudophagie) ein enormes Problem dar. Es flihrt zu Schmerzen, Leiden und Stress bei den Tieren —
sowie zu wirtschaftlichen EinbuBen fiir den Landwirt. Das routinemadBige Kupieren des letzten
Schwanzdrittels, das zwar EU-weit untersagt (EU Directive 2008/120/EC), in der Praxis aber noch immer
verbreitet ist, stoBt bei Verbrauchern auf groBe Ablehnung und schadigt das Image der Landwirtschaft.
Als Ursache fiir das Auftreten von Caudophagie kann eine Reihe von Stressoren verantwortlich sein.
Darunter zahlen beispielsweise negative Umwelteinfliisse wie eine zu hohe Umgebungstemperatur und
mangelnde oder falsche Beliiftung, aber auch Stressoren wie eine zu hohe Belegdichte oder
unzureichende Mdglichkeiten zur Beschaftigung und Auslebung naturlicher Verhaltensweisen (Schrgder-
Petersen und Simonsen, 2001, De Briyne et al. 2018). Da die Tiere das Interesse an
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Beschaftigungsmaterial haufig und schnell verlieren, kann damit dem Auftreten von Caudophagie nur
begrenzt entgegen gewirkt werden (Taylor et al., 2010).

Daher sind Losungen gefragt die eingesetzt werden kdnnen, um Stressoren entgegenzuwirken. Studien
haben gezeigt dass das Auftreten von Caudophagie auch mit einer erhéhten physischen Aktivitdt in
Zusammenhang steht (Statham et al. 2009). Deshalb ist eine Fiitterung, die gezielt auf die Beruhigung
der Tiere ausgerichtet ist, eine vielversprechende praventive MaBnahme. In friiheren Studien (Wilke,
PreiBinger, 2017; Gessner, Eder et al. 2019) hatte sich bereits gezeigt, dass ein Zusatzstoff basierend
auf einer Kombination von Hopfenkomponenten und Magnesium positive Effekte haben kann. Durch die
beruhigende Wirkung von Hopfen (Humulus lupulus ) und Magnesium, die jeweils wissenschaftlich gut
belegt ist (Schiller et al., 2006; Sahin et al. 2005), konnte der Stresslevel der Tiere gesenkt und damit
auch das Auftreten von Caudophagie reduziert werden.

Ziel der aktuellen Studie war, die Effekte dieses Zusatzstoffs (MagPhyt, Dr. Eckel Animal Nutrition GmbH
& Co. KG) auf den Zustand der Ohren gemessen an Ohrenverletzungen und -teilverlusten zu
untersuchen. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit und den Ergebnissen zum Zustand des Schwanzes
sowie der Entziindungs- und Nekroseparameter (Gessner et al. 2019) wurde auBerdem eine
Gesamtbonitur abgeleitet. Dadurch wird es mdglich, die Auswirkungen des Zusatzstoffs auf den
Gesamtzustand der Ohren, des Schwanzes und des Auftretens damit verbundener Nekrosen und
Entziindungen zu betrachten und ganzheitlich zu bewerten.

Material und Methoden

Die Tiere waren beim Versuchsstart 24 £ 3 Tage alt und durchschnittlich 8,4 = 1,5 kg schwer. Es
handelte sich um 156 unkupierte (¢ n=75, 8 n=81) Absetzferkel der Genetik ¢ [Edelschwein * Land-
rasse] x & [Pietrain]. Fir die Versuche standen zwei baugleiche Abteile mit jeweils 6 Buchten zur Ver-
figung. Es wurden jeweils 52 Ferkel in eine Kontrollgruppe (KON), eine Gruppe mit 0,2%
Supplementierung des Zusatzstoffes (MP2) und eine Gruppe mit 0,5% Supplementierung (MP5) aufge-
nommen. Der Versuch gliederte sich in zwei Fiitterungsphasen: Phase I (<12 kg LM, Woche 1-2) und
II (>12 kg LM, Woche 3-7).

Das Kdrpergewicht, die tagliche Zunahme und der Futteraufwand der Aufzuchtferkel wurden wochent-
lich bestimmt. Zur Bewertung des Zustands von Schwanz und Ohren erfolgte wochentlich die Erfassung
mithilfe von Bonitursystemen. Fiir die Bonitur des Zustands der Ohren wurde das System nach Abriel
(2017) angewendet. Dieses beschreibt Verletzungen am Ohr (0 = keine Verletzung erkennbar, 1 =
Kratzer oder leichte Bissspuren <10% des Ohres, 2 = Verletzungen >1 cm, starke Bissspuren, 10-30%
des Ohres, 3 = sehr starke Bissspuren, 30-100% des Ohres) und Teilverluste am Ohr (0 = kein Teilver-
lust erkennbar, 1 = < 10% des Ohres fehlt, 2 = 10-20% des Ohres fehlt, 3 = >20% des Ohres fehlt).
Zusatzlich wurden Schwanzverletzungen und -teilverluste sowie Entziindungs- und Nekroseanzeichen
als Parameter fiir den Zustand der Ohren und des Schwanzes wdchentlich erfasst (Ergebnisse: Gessner
et al. 2019). Aus der Bonitur des Schwanzes, den Entziindungs-Nekrose-Scores (EnNe-Score) sowie den
Ohrenverletzungen und -teilverlusten wurde ein Gesamt-Score berechnet. In diesem sogenannten
CAUDO-Score wurden alle Parameter zusammengefasst und nach Schweregrad und Bedeutung fiir das
Tier gewichtet. Daraus ergibt sich folgende Berechnung:

CAUDO-Score (U/Tag/Tier) = (Schwanzverletzung + 2* Schwanzteilverluste)
+ (Ohrenverletzungen + 2*Ohrenteilverluste)
+ (EnNe-Score / 2)

Bei Betrachtung der Boniturdaten zu den einzelnen Zeitpunkten handelte es sich um unabhdngige Stich-
proben. Die statistische Auswertung erfolgte zundchst mithilfe einer Kruskal-Wallis-Rangvarianzanalyse.
Der auf Rangsummen basierende parameterfreie Test ermittelte, ob die Variablen einer gemeinsamen
Population entstammen. AuBerdem wurden Unterschiede der Mediane analysiert. Um Unterschiede bes-
ser lokalisieren zu kdnnen, wurde der U-Test als Anschlusstest mit einer Hochberg-Adjustierung durch-
gefiihrt. Die Hochberg-Adjustierung diente einer Fehlerkorrektur der Alphafehler-Kumulierung, die
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aufgrund des multiplen Testens entsteht (mehr als ein Vergleich). Damit der gesamte Zeitverlauf be-
trachtet werden konnte, wurden bei allen Parametern Haufigkeiten ermittelt. Mdgliche Zusammenhange
zwischen den Gruppen und der Haufigkeit des Auftretens von Verletzungen und Teilverlusten wurden
mit dem Chi2-Unabhéangigkeitstest in Kontingenztafeln auf Unterschiede gepriift.

Ergebnisse und Diskussion

Bei den Lebendmassen (Tabelle 1) der Tiere zu Versuchsbeginn in der 5. Lebenswoche und zum Ver-
suchsende in der 11. Lebenswoche gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Versuchs-
gruppen. Die mittleren taglichen Zunahmen lber den Versuchszeitraum betrugen 552 + 87 (KON), 580
+ 93 (MP2) und 566 £ 109 (MP5) g. Der Futteraufwand (kg/kg) lag im Versuchszeitraum bei 1,67 +
0,3 (KON), 1,63 £+ 0,31 (MP2) und 1,64 + 0,3 (MP5).

Tabelle 1: Mittelwerte von Korpergewicht, téglichen Zunahmen und Futteraufwand der Aufzuchtferkel

KONV MP21) MP51) p-Wert
Gewicht (kg)Versuchsstart 85+1,4 84+1,6 83+1,7 0,74
Gewicht (kg)Versuchsende 31,1 +4,5 32,2+5,0 31,5+ 5,6 0,58
Téagliche Zunahme (g/Tier/Tag) 551,7 + 87,3 580,2 + 93,3 566,0 = 109,1 0,35
Futteraufwand (kg/kg) 1,67 £ 0,30 1,63 £ 0,31 1,64 + 0,30 0,87

D Abkiirzungen: MP, Hopfen-Magnesium-Supplementierung; KON, Kontrollration; MP2, Kontrollration + 0,2 % Hopfen-Magne-
sium-Supplementierung; MP5, Kontrollration + 0,5 % Hopfen-Magnesium-Supplementierung.

Die Auswertung der Rangsummen der Ohrenverletzungen (Tabelle 2) zeigte zu allen Zeitpunkten nu-
merisch niedrigere Werte in den MP-Gruppen im Vergleich zur Kontrolle. Zu Beginn lag insgesamt ein
erhdhtes Niveau vor, jedoch traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen auf.
Zum Zeitpunkt 4 wurden in beiden MP-Gruppen signifikant geringere Ohrenverletzungswerte (p<0,05)
im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt.

Zum 4. Zeitpunkt wurden auBerdem erstmals Teilverluste der Ohren in allen Gruppen beobachtet (Zeit-
punkt 1-3: ohne Befund, Tabelle 4). Zwischen den Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede,
aber numerisch niedrigere Rangsummen in allen MP-Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt.

Tabelle 2: Rangsummen der Boniturstufen der Parameter Ohrenverletzung und Ohrenteilverlust, mit Befund

Ohrenverletzung KONY) MP21) MP51) p-Wert
Zeitpunkt 1 3.908,0 3.182,0 3.339,0 0,27
Zeitpunkt 2 3.883,5 3.231,0 3.067,5 0,20
Zeitpunkt 3 3.894,0 3.355,0 3.191,0 0,32
Zeitpunkt 4 4.201,5b 3.213,02 3.025,52 <0,05
Zeitpunkt 5 3.975,0 3.281,5 3.183,5 0,19
Zeitpunkt 6 4.000,0 3.150,0 3.290,0 0,11
Zeitpunkt 7 3.658,0 3.408,0 3.374,0 0,92

Ohrenteilverluste KONY) MP21) MP51) p-Wert
Zeitpunkt 4 3.600,0 3.456,0 3.384,0 0,35
Zeitpunkt 5 3.647,0 3.432,0 3.361,0 0,39
Zeitpunkt 6 3.622,5 3.408,0 3.411,0 0,60
Zeitpunkt 7 3.572,0 3.504,0 3.364,0 0,77

D Abkiirzungen: MP, Hopfen Magnesium-Supplementierung; KON, Kontrollration; MP2, Kontrollration + 0,2 % Hopfen Magnesium-
Supplementierung; MP5, Kontrollration + 0,5 % Hopfen Magnesium-Supplementierung.
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Der CAUDO-Score umfasst Verletzungen, Teilverluste sowie Entziindungs- und Nekroseanzeichen von
Schwanz und Ohren. Die Scores wurden in der Sdugephase vor Beginn des Versuchs und in der Ver-
suchsphase erfasst und gemessen. Bereits in der Sdugephase waren Veranderungen und damit erhéhte
Scores (Tabelle 3) feststellbar. Zum Ende der Saugephase wiesen die Ferkel, die spater den MP-Gruppen
zugeordnet waren, hdhere Rangsummen auf als die Tiere in der Kontrollgruppe.

Tabelle 3: Rangsummen der Parameters CAUDO-Score der Aufzuchtferkel iber die Zeitraume Saugephase (4 Wo-
chen) und Aufzuchtphase (6 Wochen).

Zeitpunkt KON?Y) MP2D MP51) p-Wert
Saugephasel 4.082,0 3.827,5 4.237,0 0,432
Sdugephase2 3.585,5 3.630,5 3.980,5 0,519

Zeitpunkt 1 3.344,5 3.533,5 3.415,0 0,647

Zeitpunkt 2 3.637,0 3.050,0 3.212,0 0,297

Zeitpunkt 3 4.531,0° 3.706,02 3.013,52 0,022

Zeitpunkt 4 4.368,0° 3.202,0% 2.870,02 0,036

Zeitpunkt 5 3.876,5 3.580,0 2.983,5 0,136

Zeitpunkt 6 3.826,0 3.341,5 2.738,0 0,058

Zeitpunkt 7 4.020,5 3.651,5 2.865,5 0,054

D Abkiirzungen: MP, Hopfen-Magnesium-Supplementierung; KON, Kontrollration; MP2, Kontrollration + 0,2 % Hopfen-Magne-
sium-Supplementierung; MP5, Kontrollration + 0,5 % Hopfen-Magnesium-Supplementierung.

Zu Versuchsbeginn (Zeitpunkt 1) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Zu Zeitpunkt 2 zeigten
sich gravierendere Veranderungen mit hdheren Scores, wobei die MP2-Gruppe die geringsten Verande-
rungen der Schwéanze und Ohren aufwies. An Zeitpunkt 3 zeigten die MP5-Gruppe signifikant (p<0,05)
niedrigere Veranderungen als die Kontrollgruppe. In der Woche nach dem Futterwechsel (Zeitpunkt 4)
zeigten sich weniger akute Verdanderungen und abnehmende Scores, wobei wiederum die MP5-Gruppe
signifikant geringere Scores aufwies als die Kontrolle. Zum Versuchsende zeigten sich tendenziell signi-
fikant geringere Rangsummen in den MP2- und MP5-Gruppen gegeniiber der Kontrolle.

Angesichts dieser Ergebnisse wurden die Erwartungen erfillt, dass MagPhyt beim Auftreten von
Schwanzverletzungen und Ohrverletzungen zu einer Linderung beitragen kann. Die Kombination aus
Hopfen und Magnesium kann somit zu einer Verbesserung des Gesamtzustands fiihren. Diese Erkennt-
nis unterstitzt die Untersuchungen von Schiller et al. (2006) und Fiesel et al. (2014), welche sedative
Effekte und entziindungshemmende Effekte von Hopfen nachwiesen.

Schlussfolgerung

Die Untersuchung zeigte, dass durch die Zugabe des Zusatzstoffes MagPhyt signifikante Reduzierungen
der Ohrverletzungen bei unkupierten Ferkeln erzielt werden kdnnen. Die Ergebnisse des gewichteten
Gesamtscores (Zustand des Schwanzes, der Ohren sowie Entziindungs- und Nekroseparameter) zeigen,
dass der phytogene Zusatz ein wirksamer Baustein in der komplexen Losungsstrategie sein kann, das
Auftreten von Caudophagie und deren Auswirkungen bei unkupierten Ferkeln zu verringern. So kann
MagPhyt einen Beitrag leisten sowohl zu mehr Gesundheit und Tierwohl als auch zu mehr Profitabilitdt
des Betriebs.
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Abstract

Many lactic acid bacteria (LAB) are desirable intestinal microorganisms. Most of the LAB metabolizes
carbohydrates and reduces pH, and leads to a more acidic environment. Some LAB strains possess
antimicrobial properties because they have the ability to produce substances which has capacity to
inhibit pathogens. The aim of this study was to apply antimicrobial LAB starters (Lactobacillus uvarum
LUHS245, Lactobaccilus caseiLUHS210, Pediococcus acidilacticiLUHS29, and Pediococcus pentosaceus
LUHS183) for feed fermentation and to evaluate their influence on piglet growth performance and
mycotoxin biotransformation /n vivo. The 36-day experiment was conducted using 25-day-old LW/NL
piglets, which were randomly distributed into two groups: control group, fed with basal diet, and treated
group, fed with fermented feed at 500 g kg of total feed. Finally, feed fermentation with the
antimicrobial LAB combination is a promising, as can improve nutrient absorption, which lead to better
growth performance. Also, mycotoxins analysis showed that alternariol monomethyl ether (AME) and
altenuene were found in 61-day-old control piglets’ feces and in fermented feed samples. However,
AME was not found in treated piglets’ feces. Just developed LAB combination is a novel dietary strategy
to reduce mycotoxins contamination in feed and increase local feed stock uses, as well as economic
effectiveness of the process.

Introduction

Research has suggested myriad nutritional strategies to improve animal health, productivity, and
production quality. Most of these methods use feed supplements (plant and/or microbial based) that
stimulate a suitable intestinal ecosystem. Many lactic acid bacteria (LAB) are desirable intestinal
microorganisms that can survive at surfaces of the gastrointestinal tract. Most of the LAB can ferment
carbohydrates and reduce pH, an action that leads to a more acidic environment and suppression of
pathogenic bacteria growth (Bartkiene et al., 2019a). Some LAB strains possess antimicrobial properties
because they have the ability to produce substances which has capacity to inhibit pathogens, and that
make them more specific anti-pathogenic agents (Alcantara et al., 2016). Our previous studies showed
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that Lactobacillus uvarum LUHS245, Lactobacillus casei LUHS210, Pediococcus acidilacticiLUHS29, and
Pedjococcus pentosaceus LUHS183 strains inhibit a variety of pathogenic and opportunistic
microorganisms /n vitro (Bartkiene et al., 2019b). In this study, we hypothesized that administration of
an LAB combination with antimicrobial characteristics may positively modify microbial population in
intestine of piglets, and these changes might improve piglets' growth performance. There are published
results about the effects of viable LAB on pigs’ zootechnical parameters, intestinal microbiota, and gut
health (Iournals et al., 2011). As well as, LAB-mediated fermentation can reduce certain toxins in feed,
and, during the fermentation, some of the microbial starters excrete enzymes that may transform
mycotoxins into non-toxic compounds. However, fermentation can lead to the formation of masked
mycotoxins, and special attention must be paid to control these processes. The aim of this study was
to apply antimicrobial LAB starters combination (Lactobacillus uvarum LUHS245, Lactobaccilus casei
LUHS210, Pediococcus acidilactici LUHS29, and Pediococcus pentosaceus LUHS183) for feed
fermentation and to evaluate their influence on piglet growth performance and mycotoxin
biotransformation /n vivo.

Material and methods

Lactic Acid Bacteria Strains Used for Feed Fermentation

The L. uvarum LUHS245, L. caseiLUHS210, P. acidilacticiLUHS29, and P. pentosaceus LUHS183 strains,
which were used for feed fermentation, were obtained from the Lithuanian University of Health Sciences
(LSMU) collection (Kaunas, Lithuania).

Animals and Housing

All animal procedures were conducted according to the EU Directive (Directive 2010/63/EU) of the Eu-
ropean Parliament and of Council from 22 September 2010 on the protection of animals used for scien-
tific purposes and Requirements for the Keeping, Maintenance and Use of Animals Intended for Science
and Education Purposes, approved by the order of the Lithuanian Director of the State Food and Veter-
inary Service (31/10/2012, No. B1-866) (2012). The study was conducted at a pig farm in the Klaipeda
district (Lithuania) and at the Institute of Animal Rearing Technologies, LSMU (Kaunas, Lithuania). A
36-day experiment was conducted using 25-day-old 1984 LW/NL piglets (1006 piglets in control group,
978 piglets in treated group). The weaner piglets were kept in a section with two climate zones. The
first had a heated concrete floor (36°C) and roof on it, and the second had plastic piglet floors and
optimum ventilated air and temperature for the active period. Drinking water and compound liquid feed
were available ad libitum throughout the trial. Antibiotic treatment was not applied.

Experimental Design and Diets

The piglets were distributed into two groups, and samples from 5 animals per group were collected.
Two dietary treatments were compared: (i) non fermented basal diet and (ii) fermented basal diet.
Fermented feed comprised 500 g kg™ of total feed (containing, on average, 8.0 logio CFU g of viable
LAB cells); it was included in the diet of treated group beginning at day 25 of life until day 61. Evaluation
of piglets’ growth performance was performed by testing 320 piglets from each group. The basal feed
was formulated according to the nutritional requirements prescribed in the Nutrient Requirements of
Swine (National Research Council, 2012). Dietary contents were selected according to the AOAC rec-
ommendations (AOAC, 2019).

Evaluation of Piglets’ Growth Performance

Group body weight (BW) was recorded on days 25, 32, 39, 46, 53, and 61 of age using an electronic
weighing system (model type: IT1000, SysTec GmbH Bergheim, Germany). The feed conversion ratio
(FCR) was determined from feed intake and BW, which was recorded on the same days as BW using a
WEDA (Dammann & Westerkamp GmbH, Germany) automated feeding system that has an electronic
flowmeter and weighing system.
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High-performance Liquid Chromatography Coupled to Time of Flight High-resolution Mass
Spectrometry (HPLC-TOF-HRMS) for Mycotoxin Analysis

The following mycotoxins in feed and piglets feces were analyzed: 15-acetoxyscirpenol, 15-acetyldeox-
ynivalenol (15-AcDON), 17- dimethylaminoethylamino- 17- demetoxygeldanamycin, 17- (allyamino)-
17- demetoxygeldanamycin, aflatoxin B1, aflatoxin B2, aflatoxin G1, aflatoxin G2, aflatoxin M1, aflatoxin
Ro (aflatoxicol), altenuene (ALT), altertoxin I, alternariol monomethyl ether (AME), ansamitocin P3,
alternariol (AOH), apicidin, bafilomycin A1, bafilomycin B1, beauvericin, brefeldin A, cytochalasin A,
cytochalasin B, cytochalasin C, cytochalasin D, cytochalasin E, cytochalasin H, cytochalasin J, cerulenin,
chaetoglobusin A, chaetocin, curvularin, citreoviridin, 10,11-dehydrocurvularin, deoxynivalenol-3-glu-
coside, deoxynivalenol (DEN), destruxin A, destruxin B, dihydrochalasin B, enniatin A, enniatin Al, en-
niatin B, enniatin B1, fusaric acid, fumonisin B1 (FB1), fumonisin B2, fumonisin B3, fusaric acid,
fusarenon-X, gliotoxin, helvolic acid (fumagicin), HT-2 toxin, meleagrin, myriocin, neosolaniol, ochra-
toxin A (OTA), ochratoxin B, penicillic acid, penitrem A, paxilline, sterigmatocystin, wortmannin, roque-
fortine-C (ROQ-C), stachybotrylam, T-2 toxin, T-2 triol, T-2 tetraol, tentoxin (TNX), verruculogen, and
zearalenone (ZEN). The samples were prepared using a modified QUEChERS method. HPLC-TOF-HRMS
analysis was performed on an UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA) HPLC system coupled to a
Compact Q-ToF time-of-flight mass spectrometer (Bruker, Germany).

Statistical Analysis

ANOVA was performed to assess the effects of treatment with fermented feed on piglet’ parameters.
When the ANOVA indicated a significant treatment effect, the means were separated using Duncan'’s
multiple range tests. In the tables, results are presented as mean values with pooled standard errors
(n =10).

Results and discussion

Results of the Piglet Growth Performance

Average daily gain (ADG) and FCR for the piglets are shown in Fig. 1. The ADG was significantly higher
at day 61 in the treated compared with the control piglets (0.546 g versus 0.455 g, respectively).
However, there were distinct tendencies during the different time points. At day 46, there was no
difference in ADG between the groups, while at day 53, the control group ADG was higher than the
treated group. In most of the cases, FCR was higher in the control group piglets (except at day 53)
compared with the treated group (1.63 g and 1.53 g, respectively). In modern swine production,
fermented feed has been included to reduce the use of antibiotic growth promoters and decrease feed
price by using food processing by-products (Wang et al., 2017). During the fermentation process, most
of the antinutritional factors are degraded, macronutrients are converted to lower molecular weight and
more digestible compounds, and probiotics and their desirable metabolites occur in fermentable
substrate. The use of feed with a high content of viable desirable microorganisms increases the
bioavailability of feed and improves pigs’ digestibility and overall gastrointestinal functions, reduces the
risk of diarrhea (Kiers et al., 2003), and benefits pigs’ health and growth performance (Mukherjee et
al., 2016). Finally, feed fermentation with selected starters increases the nutritional quality and
utilization of feed and provides health-related microorganisms that exert growth-promoting effects in
the animals.

In vivo Mycotoxins Bioconversion

The mycotoxin concentration (ug kg) in feed (basal and fermented) and piglets’ fecal samples (control
and treated groups on days 25 and 61) is shown in Table 1. Alternariol monomethyl ether (AME) was
found in day 61 control feces and in fermented feed samples. However, AME was not found in feces
from treated pigs. Alternaria fungi produce many secondary metabolites (more than 70). Another
secondary metabolite, altenuene (ALT), showed a similar tendency to AME in the tested samples.
Specifically, ALT was found in day 61 control group piglets’ feces and in fermented feed samples.
Alternaria mycotoxins contaminate cereal and may impact animal health, but data on its mammalian
metabolism is scarce. The Alternaria mycotoxins often contaminate feed, a phenomenon that leads to
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a challenge for risk assessment. Some Alfternaria mycotoxins possess estrogenic properties, which,
together with other compounds such as ALT, iso-altenuene (iso-ALT), or altenuisol (ATL), can form the
dibenzo-a-pyrone group of Alternaria toxins. Synergistic and cumulative effects might increase the
toxicological effect of separate compounds.

Average daily gain (ADG) and feed conversion rate (FCR) of the pigs’

On average from 25 till 61 d. T B
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Average daily gain (ADG, g) and feed conversion rate (FCR)

Fig. 1. Average daily gain (ADG) and FCR of the piglets.

Table 1. Mycotoxin concentrations (ug/kg) in feed and fecal samples at days 25 and 61.

Mycotoxin concentration, pg/kg

Samples AME ALT FB1 ROQ-C TNX 15-AcDON
Control group feed and piglets’ fecal samples
Basal feed - - - - 25.4 + 2.5 -
C25d - - - - - -
19.2 £ - - - -
ce1d 8.8+1.2 1.8
Treated group feed and piglets’ fecal samples
10.1 £+ 16.4 £+ 109.7 +
Treated feed 17.06 £ 1.1 0.9 - 1.2 4.6 66.7 £ 3.9
- - 58.1 £ - - -
T25d 2.5
- - 349 %
T61d 1.9 - 224+ 3.1 -

AME - alternariol monomethyl ether; ALT — altenuene; FB1 - fumonisin B1; ROQ-C - roquefortine-C; TNX — tentoxin; 15-AcDON
- 15-acetyldeoxynivalenol. C — control group, fed with the basal diet; T — treated group, fed with the fermented feed; 25d —
25-day-old piglets; 61d — 61-day-old piglets. Data for the feed samples is expressed at the mean + standard deviation (n =
3). Data for the fecal samples is expressed as the mean =+ standard deviation (n = 10).

FB1 is the most abundant and documented fumonisin toxin; it is produced by more than 30 species and
exhibits deleterious effects on animal health (Régnier et al., 2019). Pigs are very sensitive to mycotoxins.
Due to their high consumption of cereals, pigs are exposed to these toxins, as well as chronic
contamination. TNX was found in both basal and fermented feed (25.4 and 109.7 ug kg!, respectively),
as well as in 61-day-old treated piglet feces (22.4 ug kg?). Till now, there are no regulations on
Alternaria toxins in feed and information about Alternaria toxins in feed, their changes during the
technological processes, and other factors is scarce. There is no information published about absorption,
distribution, and excretion of Alternaria mycotoxins in animals. Another compound, 15-AcDON, was
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found only in fermented feed samples (66.7 ug kg). Various factors can alter a mycotoxin’s chemical
structure. One of the factors is their hydrolysis to free DON or deepoxy-deoxynivalenol (DOM-1) by the
intestinal microflora (Bryla et al., 2018). In animals, mycotoxin metabolic detoxification has been
described as the deep oxidation of DON, with the participation of intestinal microflora (Wu et al., 2010)
to DOM-1. This mechanism occurs in pigs and other animals. Finally, mycotoxin biotransformation
mechanism can be influenced by many factors (absolute concentration of mycotoxin, mycotoxins profile
in intestine, dietary composition and conditions, etc.), of which the microorganisms profile of the
digestive tract, which can be positively influenced by fermented feed, is very important. Regulation
apply only to the parent compounds and, unfortunately, do not include modified forms that are
commonly present in feed. Above mentioned forms are a big challenge for the scientific community,
namely because no data are currently available on the toxicity and relations with other mycotoxins /n
vivo.

Conclusion

Finally, feed fermentation with new LAB strains combination is very promising as a piglet microbiota
modulation factor to improve nutrient absorption and growth performance. Mycotoxin analysis revealed
that AME and ALT were found in 61-day-old control group piglets’ feces and in fermented feed samples.
However, AME was absent from treated piglet feces. Just a promising technology to increase local feed
stock uses and make the process more economically feasible in this study is given.
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Abstract

Piglets experience a high level of stress upon weaning due to changes in social structures and feeding.
Incorporation of flavors in the maternal diet might be a promising tool to prenatally modulate flavor
preferences of the offspring and prevent neophobia. This study aimed to evaluate if the supplementation
of the maternal diet with Spicemaster GH 501, an intense, plant-based herbal flavor, could affect feed
preferences of early-weaned piglets and thus improve feed intake, performance, and overall health
conditions. On approx. day 95 of gestation, 59 pregnant sows (DanZucht) were separated into two
groups. The control group received commercial gestation and lactation feeds without flavor, while the
trial group received diets with added flavor (400 g/t Spicemaster GH 501). After weaning, 272 piglets
from both groups were rehoused and given an early-grower feed, which was consistently supplemented
in both groups with 400 g/t Spicemaster GH 501 throughout the whole trial. Strikingly, the trial group,
which was prenatally exposed to the flavor, gained significantly more weight during the initial phase
after weaning. Moreover, the trial group was less prone to develop ear tip necrosis and displayed an
improved general health condition, which was reflected in a reduced number of antibiotic treatments
during the duration of the trial. Collectively, the incorporation of flavoring compounds in the maternal
diet provides a powerful mechanism to shape taste preferences in early-weaned piglets and conse-
quently reduce stress levels and susceptibility to infections.

Einleitung

Konstante Futteraufnahmen und ein guter Gesundheitsstatus sind fiir die erfolgreiche Ferkelaufzucht
von essentieller Bedeutung. Gerade das Absetzen der Jungtiere und die Umstellung auf die selbststan-
dige Aufnahme von festem Futter stellen hier eine besondere Herausforderung dar. Haufig kommt es
nach dem Absetzen der Jungtiere zu einer verminderten Futteraufnahme und damit verbunden zu deut-
lichen LeistungseinbuBen, die vielfach mit einer erhdhten Infektanfalligkeit einhergehen (Campbell et
al., 2013). Ein méglicher Ansatz zur Verbesserung der Futteraufnahme nach dem Absetzen bietet der
Einsatz von geeigneten Aromen im Futter der tragenden und laktierenden Sau (Bolhuis et al., 2009). Es
ist bekannt, dass vor allem phytogene Aromakomponenten aus der miitterlichen Ernahrung Uber das
Fruchtwasser auf den Fétus (ibertragen werden kénnen (Blavi et al., 2016). Auch ein Ubertritt in die
Muttermilch ist fiir verschiedene Aromastoffe gegeben (Val-Laillet et al., 2018). Es konnte bereits ge-
zeigt werden, dass das grundsatzlich eher neophobe Verhalten von Ferkeln gegeniber neuartigen Fut-
termitteln (Yan et al., 2011) durch die pranatale Gewohnung an bestimmte Aromakomponenten
herabgesetzt werden kann (Figueroa et al., 2013). In dem vorliegenden Versuch, der 2019 an der
Fachhochschule Osnabriick durchgefiihrt wurde, ist untersucht worden, ob und in welchem MaBe der
Einsatz des phytogenen Aromastoffes ,Spicemaster GH 501" in der Sauenfiitterung geeignet ist, um
Leistungs- und Gesundheitsparameter in der Aufzuchtphase der neugeborenen Ferkel zu beeinflussen.
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Material und Methoden

Der Versuch begann mit 59 tragenden DanZucht-Sauen, die randomisiert in eine Kontroll- (31 Tiere)
und eine Versuchsgruppe (28 Tiere) eingeteilt wurden. Ab dem 95.-98. Trachtigkeitstag wurde dem
Futter der Sauen in der Versuchsgruppe 400 g/t Spicemaster GH 501, ein wiirziges Krauteraroma mit
einer leicht siiBlichen Note, zugegeben. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten ein nicht-aromatisiertes
Futter der gleichen Zusammensetzung (11,6 MJ ME/ kg TM, 14,5 % Rohprotein, 0,65 % Lysin). Ab dem
111. Trachtigkeitstag erhielten die Sauen ein Geburtsvorbereitungsfutter mit 12,4 MJ ME/ kg TM, 14,5
% Rohprotein, 0,75 % Lysin. Drei Tage nach dem Abferkeln wurde dieses Futter gegen ein Laktations-
futter mit 12,9 MJ ME/ kg TM, 16,5 % Rohprotein, 1,10 % Lysin ausgetauscht. In allen genannten
Phasen wurde dem Futter der Versuchsgruppe jeweils 400 g/t Spicemaster GH 501 zugegeben.

Die Ferkel beider Gruppen bekamen ab dem 5. Laktationstag ein Prastarterfutter, welches keinen Aro-
mazusatz enthielt. Fir den weiteren Versuch wurden 272 Ferkel gleichmaBig aus beiden Gruppen aus-
gewahlt. Mit einem Alter von ca. 26 Tagen wurden die Ferkel abgesetzt und getrenntgeschlechtlich
innerhalb der jeweiligen Gruppen in 8 Buchten zu je 34 Tieren aufgestallt. Die Ferkel erhielten eine
vierphasige Fitterung (I: 14,6 MJ ME/ kg TM, 18,0 % Rohprotein, 1,52 % Lysin; II: 13,2 MJ ME/ kg
TM, 16,5 % Rohprotein, 1,20 % Lysin; III: 13,5 MJ ME/ kg TM, 17,0 % Rohprotein, 1,33 % Lysin; IV:
13,4 MJ ME/ kg TM, 16,5 % Rohprotein, 1,20 % Lysin). Dem Futter beider Gruppen wurde wahrend
aller Fitterungsphasen Spicemaster GH 501 in einer Dosierung von 400 g/t zugegeben. Die Ferkel wur-
den am Tag des Absetzens (Tag 0), sowie 14, 29 und 42 Tage nach dem Absetzen gewogen. Zusatzlich
wurde eine Ohr- und Schwanzbonitur nach einem festgelegten Schema durchgefiihrt und der Medika-
menteneinsatz wahrend des gesamten Versuchsablaufs dokumentiert.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels t-Test oder zweifaktorieller Varianzanalyse wobei
ein Effekt nur dann als signifikant eingestuft wurde, wenn Pkleiner als 0,05 war.

Ergebnisse

Zu Versuchsbeginn lagen die durchschnittlichen Absetzgewichte in den beiden Gruppen bei 8,28 bzw.
8,27 kg und wiesen zu diesem Zeitpunkt keinen statistisch signifikanten Unterschied auf (Tab. 1). Am
2. Tag der Gewichtsermittlung, 14 Tage nach dem Einstallen, waren die Tiere der Versuchsgruppe mit
einem Durchschnittsgewicht von 11,49 kg jedoch signifikant schwerer als die Tiere der Kontrollgruppe.
Bei den weiteren Wiegeterminen waren die Lebendmassen in der Versuchsgruppe jeweils leicht erhéht,
erreichten aber nicht das Niveau statistischer Signifikanz (Tab. 1). Bezogen auf die durchschnittliche
tagliche Gewichtszunahme ergab dies ebenfalls eine statistisch signifikante Verbesserung der Versuchs-
gruppe in den ersten 14 Tagen des Versuchs. Im weiteren Versuchsverlauf blieb dieser Trend zwar
bestehen, war jedoch nicht langer statistisch signifikant (Abb. 1). Bei der durchschnittlichen téglichen
Futteraufnahme konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).

Im Rahmen der Wiegetermine wurden in beiden Gruppen Tiere mit Ohrrand- oder Schwanznekrosen
erfasst. Hierbei wurde deutlich, dass die Anzahl der Tiere mit Ohrrandnekrosen in der Kontrollgruppe
im Laufe des Versuchs erheblich anstieg, wahrend in der Versuchsgruppe jeweils nur wenige auffallige
Tiere zu finden waren (Abb. 2). Im Hinblick auf Schwanznekrosen lieBen sich dagegen keine Unter-
schiede zwischen den beiden Gruppen feststellen (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurden (ber den
gesamten Versuchszeitraum samtliche medikamentdse Einzeltierbehandlungen erfasst. In beiden Grup-
pen war aufgrund von Durchfallsymptomen die Gabe antibiotisch wirksamer Medikamente indiziert, je-
doch war dies in der Kontrollgruppe in einem merklich hdheren Umfang notwendig (Abb. 3).
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Tabelle 1: Entwicklung der Lebendmasse in der Ferkelaufzucht.

Lebendmasse Kontrolle Versuch
8,28 8,27
Tag 0 [kg]
(8,23 - 8,38) (8,19 - 8,35)
a b
Tag 14 [kg] 10,90 11,49
(10,56 - 11,20) (11,21 - 11,76)
17,86 18,36
Tag 29 [kg]
(17,14 - 18,80) (17,64 - 19,01)
25,64 26,17
Tag 42 [kg]
(24,77 - 26,38) (24,71 - 28,03)

Die Tiere der Kontroll- und Versuchsgruppe wurden an Tag 0, 14, 29 und 42 gewogen. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte
und (Minima — Maxima). a, b kennzeichnen einen signifikanten Unterschied (P < 0,05)
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Abbildung 1: Durchschnittliche tégliche Zunahmen der Kontroll- und Versuchsgruppe in den angegebenen Zeitab-
schnitten des Versuchs. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Sternchen kennzeichnen einen signifikanten Un-
terschied (*, P< 0,05).

80 e 50
)

= 5 € 40
E @ 60 [ ]Kontrolle %

%’ % [l versuch E 30-
D £ 404 ]
€ 5 c
8 £ 5o s

[ -

0 — - Il g o0

Tag 14 Tag 29 Tag 42 Kontrolle Versuch
Abbildung 2: Anzahl auffélliger Ferkel mit Ohrrandnek- Abbildung 3: Gesamtanzahl aller Behandlun-

gen in Kontroll- und Versuchsgruppe wahrend
der gesamten Versuchsdauer. Rein deskriptive
Statistik, daher ohne Signifikanztest.

rosen in Kontroll- und Versuchsgruppe an den ange-
gebenen Tagen. Rein deskriptive Statistik, daher ohne
Signifikanztest.
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Diskussion

Die Phase des Absetzens bringt fiir Ferkel immer eine hohe Stressbelastung mit sich. Um den Tieren
den Wechsel zur selbststéandigen Futteraufnahme zu erleichtern, bildet die friihe Exposition gegeniiber
Aromen aus der mtterlichen Erndhrung einen méglichen Ansatz. In dem vorliegenden Versuch konnte
gezeigt werden, dass die Tiere, die bereits pranatal an die Aromakomponenten gewdhnt wurden, die
Stressphase des Absetzens deutlich besser liberwinden konnten. Dies duBerte sich zum einen in signi-
fikant héheren Tageszunahmen wahrend der ersten 14 Tage nach dem Absetzen. Auch wenn dieser
Trend im weiteren Versuchsverlauf nicht mehr ein statistisch signifikantes Niveau erreichte, zeigen die
Gesundheitsparameter der Tiere doch, dass in dieser initialen Phase ein wichtiger Grundstein fiir eine
weitere gesunde Entwicklung und ein generell niedrigeres Stresslevel gelegt wurde. Im Vergleich zur
Versuchsgruppe zeigten die Tiere der Kontrollgruppe besonders im spateren Versuchszeitraum vermehrt
Ohrrandnekrosen. Es ist bekannt, dass diese u.a. durch aggressives Verhalten der Artgenossen entste-
hen kénnen und Stress wiederum ein haufiger Ausldser fiir solche Aggressionen ist.

In der Kontrollgruppe waren wahrend des Versuchszeitraums zudem mehr Einzeltierbehandlungen né-
tig. Ursachlich daflir waren hauptsachlich infektidse Durchfallerkrankungen. Diese kdnnen auch als In-
dikator flr die Stressbelastung nach dem Absetzen bewertet werden (Oostindjer et al., 2010). Neben
dem Tierwohl ist hier aber auch die 6konomische Komponente nicht auBer Acht zu lassen. Gerade in
Zeiten des mehr und mehr restringierten Antibiotikaeinsatzes, ist es von entscheidender Bedeutung, die
Immunabwehr praventiv zu starken und so das Auftreten von Infektionen zu vermeiden.

Schlussfolgerung

Der Einsatz von Spicemaster GH 501 im Futter der tragenden und laktierenden Sau ist geeignet, die
Geschmacksprafenz der neugeborenen Ferkel zu beeinflussen und so den Stress wahrend des Absetzens
zu reduzieren. Dies verbessert nicht nur die Leistung im Hinblick auf héhere Gewichtzunahmen, sondern
kann sich dariiber hinaus auch positiv auf das Allgemeinbefinden auswirken, was sich in einer reduzier-
ten Infektanfalligkeit auBert.
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Abstract

The first days following weaning are a critical phase in the life of piglets as they have to adapt to a new
environment as well as they have to deal with dietary changes. The acute phase response is part of the
innate immune system and three different acute phase proteins (APPs) are described to play a major
role in pigs: c-reactive protein (CRP), haptoglobin and pig major acute phase protein (pigMAP). The aim
of the study was to investigate the blood APP concentration of piglets within the first two weeks of
weaning. In addition, it was assessed, if sex has an influence on the APP concentration. For this pur-
pose, blood was collected from eight piglets (n = 8; 4 male, 4 female) on day 1, 4, 6 and 13 after
weaning. Blood CRP, haptoglobin and pigMAP concentration was measured with commercially available
ELISA kits. There was no effect of the days after weaning or sex on blood CRP and haptoglobin con-
centration (P > 0.5). PigMAP concentration was higher on day 4 after weaning compared to day 6 and
13 after weaning (P < 0.01). In addition, pigMAP concentration was affected by sex (P < 0.01). In this
study, the most sensitive APP during weaning stress was pigMAP which was also affected by sex. How-
ever, APP concentration of piglets during weaning seems to be highly individual. To gain a better un-
derstanding of the APPs in piglets affected by weaning stress a study with a higher number of animals
is needed.

Introduction

The first days following weaning are a critical phase in the life of piglets as they have to adapt to a new
environment and additionally have to deal with the change from a milk-oriented to a plant-oriented diet.
These changes are especially a challenge for the gastrointestinal tract. Stress (e.g. transportation, social
stress due to mixing with new litter mates) and suboptimal diet can lead to an imbalance of the gut
microbiome, resulting in an impaired gut barrier. As a consequence, bacterial toxins (e.g. endotoxin)
and metabolites can translocate from the gut and can result in a systemic inflammation. The acute
phase response is part to the innate immune system, and the acute phase proteins (APP) are synthe-
sized in the liver (Cray et a/., 2009). It can be distinguished between negative and positive APPs, which
decrease or increase in response to a stimulus, respectively. Beside the negative APP albumin, different
positive APPs are described to play a major role in pigs e.g. C-reactive protein (CRP), haptoglobin and
pig major acute phase protein (pigMAP). For example, blood concentration of haptoglobin as well as
pigMAP increased in piglets diagnosed with Post-Weaning Multisystemic Wasting Syndrome (Segales et
al., 2004). As well as C-reactive protein and haptoglobin levels increased in piglets after transportation
for 48 hours (Pineiro et al., 2007; Salamano et al., 2008). APPs might react differently or to a lesser
extent to the same stimulus. Especially, during weaning piglets are exposed to different stressors and
stimuli. Therefore, it might be important to measure a combination of different APPs as described by
Heegaard et a/. (2011). The aim of the study was to investigate the blood APP concentration of piglets
during the first two weeks following weaning. In addition, it was assessed, whether sex had an influence
on the APP concentration.
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Material and methods

Trial design

For the trial eight piglets (26 — 30 days old; 4 female and 4 male) were transported to the trial facility
directly after weaning and were placed in metabolic cages (2 animals/cage). The average body weight
of the animals was 7.60 £ 0.58 (male: 7.51 £ 0.63; female: 7.70 + 0.60). Piglets had ad /ibitum access
to a standard starter diet. Blood was collected on day 1, 4, 6 and 13 days after weaning (Figure 1).
Blood was collected with standard serum tubes and processed within 2 hours. To obtain serum, tubes
were centrifuged at 2,000 g and 4 °C for 20 minutes. Serum was stored at -80 °C until further analyses.

*H o | o g 4G5 +40Q

2 weeks post-weaning

TP Ay p

blood sampling

Figure 1: Schematic overview of the trial. Blood was collected on day 1, 4, 6 and 13 after weaning (2 pigs/pen; 4
male and 4 female, 8 pigs in total) for determination of acute phase proteins.

Determination of blood APPs

Commercially available porcine ELISA kits were used for determination of APPs: C-reactive protein (Life
diagnostics; 1:8,000 sample dilution), haptoglobin (Life diagnostics; 1:5,000 sample dilution) and pig-
MAP (Acuvet Biotech; 1:500 sample dilution). All ELISA kits were performed according to the manufac-
ture’s protocol. Biotek Synergy HT reader was used to measure absorbance.

Statistical Analysis

GraphPad prism (Version 8.3.1.) was used to identify outliers and perform statistical analysis. Data were
first tested for normal distribution with the Shapiro Wilk test. If data were normally distributed, repeated
measure ANOVA was used with Bonferroni as post-hoc test. If data were not normally distributed Fried-
mann test was used with Dunn's multiple comparisons test. Furthermore, data were analyzed using the
two-way repeated measure ANOVA to assess effects of time and sex. Data were considered as signifi-
cant if P-value was below 0.05.

Results

One animal (animal 6, female) was identified as outlier and was removed from statistical analysis. There
was no difference between CRP and haptoglobin blood concentration on day 1, 4, 6 and 13 after wean-
ing (P > 0.05). Standard deviation of both acute phase proteins was high on all days. PigMAP concen-
tration was significantly higher on day 4 after weaning compared to day 6 and 13 after weaning (P <
0.01; Figure 2).
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Figure 2: Blood acute phase protein concentration (CRP, haptoglobin, pigMAP) of piglets 1, 4, 6 and 13 days after
weaning. n = 7 animals (4 male, 3 female). Values represent mean values with standard deviation.
ab Superscripts indicate significant difference between different days: p < 0.05.

There was no effect of sex on blood CRP and haptoglobin concentration (P > 0.5). However, pigMAP
concentration was affected by sex (P < 0.01).
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Figure 3: Blood acute phase protein concentration (CRP, haptoglobin, pigMAP) of male and female piglets 1, 4, 6
and 13 days after weaning. n = 4 animals). Values represent concentrations at single time points from individual
animals.

Discussion

Overall, weaning stress affected the three measured APPs in a different way. The high standard devia-
tion of the dataset confirms the inter-individual variability of APPs in response to weaning stress. How-
ever, APP concentration of all animals, except of one female pig, were within the physiological range.
Overall, pigMAP was the most affected APP in our study. PigMAP concentration was not only affected
by days after weaning but also by sex. This is in accordance with other studies showing that the APP
concentration can be affected by sex. However, most of the studies identified male animals to be more
sensitive than female animals (Christoffersen et al., 2005). The data of the presented study have to be
handled with care due to the low number of animals in the study.
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Conclusion

Acute phase response in piglets during weaning seems to be highly interindividual and can be affected
by sex. To gain a better understand of APPs in piglets during weaning a study with a higher number of
animals is needed. Furthermore, for future studies it will be interesting to evaluate the APPs of weaning
piglets testing different conditions, e.g. different diets or other stressors.
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Inclusion of a bacillus-based probiotics in extremely N-/P-reduced feeding
concepts: Supporting gut function and reducing emission
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Abstract

120 piglets (Topigs Norsvin Pi x TN 70, 3+2 in a ratio 1:1) were divided into 3 feeding groups and
housed individually. Pigs got a commercial 4-phase feeding program from 30 - 120 kg live weight. Diets
from control group based on the requirements of BMEL regarding a “strong N- and P-reduced” feeding
concept. Diets from both trial groups (extremely N- and P-reduced) were formulated according to the
specification of H. Broring GmbH & Co KG with significant reductions in nitrogen and phosphorous
content. The only difference between both trial groups was the supplementation of a bacillus-based
probiotic (BioPlus® YC) in group 3, dosed with 1.3 x 10° CFU/kg. Following parameters were observed
(per phase + sex): average daily gain (ADG), feed consumption/day, feed conversion rate (FCR). Nu-
trient excretion was calculated via nutrient uptake and weight gain. During trial period, trial group 3
(extremely N-/P-red. + probiotic) achieved an ADG of 1010 g with an average FCR of 2.43 kg/kg.
Significant improvements regarding zootechnical performances could be observed in barrows of group
3 (P<0.05). In starter phase, trial group 3 (extremely N-/P-red. + probiotic) showed numerical improve-
ments compared to control group (@ ADG 1014 g vs. 959 g). In average, animals of both trial groups
excreted approx. 17 % less N and 26 % P.0s compared to control group, which indicates an environ-
mental relief. Due to the support of the gastrointestinal tract and the enzyme producing capacity, the
probiotic, BioPlus® YC was obviously able to compensate the reduced nutrient content.

Einleitung

Die effektive Nutzung der verfligbaren Ressourcen stellt eine unserer groBten Herausforderungen in der
modernen Nutztierhaltung dar. Angesichts des massiven Nahrstoffdrucks, vor allem in intensiven Ver-
edlungsregionen, wird hieriiber intensiv diskutiert. Darliber hinaus konnen liberhéhte Nahrstoffgehalte
im Futter sowohl die Umwelt als auch das Tier durch die Beeintrachtigung der Darmgesundheit negativ
beeinflussen. Eine unzureichende Verdauung des Rohproteins begtinstigt das Pathogenwachstum im
Dickdarm nachweislich. Negative Effekte der Proteinfermentation kénnen durch Rationsanpassungen,
wie zum Beispiel die Reduktion des XP-Gehaltes sowie durch Zugabe fermentierbarer Faserkomponen-
ten, hochverdaulicher Proteinquellen oder funktioneller Futterzusatzstoffe, minimiert werden. Ein po-
tenzieller Ansatz kénnte es sein, mit Hilfe von enzymbildenden Probiotika die Darmgesundheit zu
verbessern und, aufgrund der Enzymaktivitat der Mikroorganismen, die Nahrstoffausnutzung zu stei-
gern. Darliber hinaus resultiert eine Verbesserung der Verdauungsfunktion in einem gesteigerten Wohl-
befinden der Tiere.
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Material und Methoden

Unter Leitung der Landwirtschaftskammer Niedersachsen wurden in der Leistungspriifungsanstalt Qua-
kenbriick 120 Ferkel (Topigs Norsvin Pi x TN 70) nach Gewicht und Geschlecht (weibliche Tiere und
Kastraten 1:1) auf drei Fltterungsgruppen verteilt und in Einzelbuchten gehalten. Die Kontrollgruppe
erhielt ein 4-phasiges Futter, welches in etwa dem vierphasigen Verfahren ,stark N-/P-reduzierte Fiit-
terung" der jlingsten Novellierung der Diingeverordnung (BMEL) entsprach. Ein Unterschied zu den
anderen beiden Gruppen bestand in der sehr kurzen ersten Phase mit 10 kg Starterfutter. Die Versuchs-
futter der Gruppen 2 und 3 wurden nach Vorgaben der Bréring Unternehmensgruppe konzipiert und
lagen im Rohprotein- und Phosphorgehalt noch deutlich unter den Gehalten des Kontrollfutters (vgl.
Tab. 1). In den beiden Versuchsgruppen wurde ab Mastbeginn 20 kg Starterfutter pro Tier verabreicht.
Die dritte Gruppe unterschied sich von der zweiten Gruppe lediglich durch die Supplementierung des
Bacillus-basierten Probiotikums BioPlus® YC. Hierbei wurde eine Dosierung von 1,3 x 10° KBE/kg End-
futter gewahlt. Erfasst wurden zootechnische Parameter, wie Tageszunahmen, Futterverbrauch und
Futterverwertung. Nahrstoffausscheidungen wurden aus Nahrstoffaufnahme und Zuwachs kalkuliert.
Dariiber hinaus wurde die Schlachtkérperzusammensetzung untersucht.

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der verschiedenen Futter (Sollwerte)
Kontrolle Extrem N/P-Red.

Extrem N/P-Red.
+ Probiotikum

Start* (28 - 38 kg)

ME, MJ/kg 13,4 13,4 13,4
Rohprotein, % 16,5 16,5 16,5
Lysin, % 1,17 1,12 1,17
Phosphor, % 0,45 0,45 0,45
Calcium, % 0,62 0,62 0,62
Vormast (38 - 65 kg)
ME, MJ/kg 13,4 13,2 13,2
Rohprotein, % 16,5 15,0 15,0
Lysin, % 1,10 1,12 1,12
Phosphor, % 0,45 0,40 0,40
Calcium, % 0,62 0,55 0,55
Mittelmast (65 — 90 kg)
ME, MJ/kg 13,2 13,0 13,0
Rohprotein, % 15,5 13,0 13,0
Lysin, % 1,00 1,02 1,02
Phosphor, % 0,42 0,35 0,35
Calcium, % 0,55 0,50 0,50
Endmast (90 — 120 kg)
ME, MJ/kg 13,0 12,8 12,8
Rohprotein, % 14,0 12,0 12,0
Lysin, % 0,90 0,92 0,92
Phosphor, % 0,42 0,35 0,35
Calcium, % 0,55 0,50 0,50

* Start Kontrollgruppe: 28-33 kg, anschlieBend Vormast

Die Futter der Kontrollgruppe basierten hauptsachlich auf Weizen, Gerste, Roggen und Triticale. In den
beiden Versuchsgruppen stieg der Anteil an Gerste, Roggen und Mais, um die gewiinschten Nahrstoff-
reduktionen einstellen zu kdnnen. Dariiber hinaus wurde der Anteil an Soja- und Rapsschrot im Vergleich
zur Kontrollgruppe reduziert. Die Pelletfiitterung erfolgte ad /ibitum.

Der Versuchszeitraum umfasste den Gewichtsbereich von 30 bis 120 kg. Zwischenwiegungen wurden
bei jedem Futterwechsel durchgefiihrt. Wahrend im Vor-, Mittel- und Endmastfutter der Kontrollgruppe
nur die vier erstlimitierenden Aminosauren erganzt wurden, erfolgte in allen anderen Futtern eine zu-
satzliche Supplementierung mit Valin.
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Ergebnisse

Die Tiere der Versuchsgruppe 3 (Extrem N/P-Red. + Probiotikum) erzielten liber den gesamten Ver-
suchszeitraum durchschnittliche Tageszunahmen von 1010 g bei einem durchschnittlichen Futterauf-
wand je kg Zuwachs von 2,43 kg und waren somit auf einem vergleichbaren Niveau, bzw. hinsichtlich
des Futteraufwands mit numerischem Vorteil im Vergleich zur Kontrollgruppe. Deutlichere numerische
Vorteile zeigten sich besonders in der Starterphase (30 — 38 kg) zwischen Gruppe 3 (Extrem N/P-Red.
+ Probiotikum) und der Kontrollgruppe (z.B. @ Tageszunahmen 1014 g vs. 959 g).

Tabelle 2: Durchschnittliche zootechnische Leistung der Versuchsgruppen wahrend der verschiedenen
Mastphasen

Extrem N/P-Red.

Kontrolle Extrem N/P-Red. + Probiotikum

Mastleistung Start 30 — 38 kg

Tageszunahmen, g 959 990 1014

Téglicher Futterverbrauch, kg 1,63 1,56 1,67

Futteraufwand 1,74 1,62 1,70
Mastleistung Vormast 38 — 65 kg

Tageszunahmen 958 973 979

Taglicher Futterverbrauch, kg 1,93 2,00 1,93

Futteraufwand 2,02 2,05 1,98
Mastleistung Mittelmast 65 — 90 kg

Tageszunahmen, g 1053 1052 1047

Taglicher Futterverbrauch, kg 2,57 2,68 2,58

Futteraufwand 2,46 2,56 2,48
Mastleistung Endmast 90 — 122 kg

Tageszunahmen, g 1095 1046 1043

Taglicher Futterverbrauch, kg 3,24 3,13 3,05

Futteraufwand 2,98 3,00 2,94
Mastleistung Gesamt 30 — 122 kg

Tageszunahmen, g 1023 1011 1010

Téglicher Futterverbrauch, kg 2,51 2,52 2,45

Futteraufwand 2,46 2,49 2,43

Des Weiteren wurden die Leistungen geschlechtsspezifisch ausgewertet, um festzustellen, ob es einen
geschlechtsabhangigen Effekt hinsichtlich der niedrigen Nahrstoffversorgung gibt. Wahrend es bei den
weiblichen Tieren keine statistisch abgesicherten Unterschiede gab, traten bei den Kastraten signifikante
Differenzen im Futteraufwand/kg Zuwachs in den letzten beiden Phasen als auch in der gesamten Mast-
periode auf. So bendtigten die Kastraten der Gruppe 3 (Extrem N/P-Red. + Probiotikum) und der Kon-
trollgruppe mit 2,45 kg bzw. 2,47 kg deutlich weniger Futter/kg Zuwachs als die Tiere der Gruppe 2
ohne Probiotikum (2,64 kg). Es konnten keine signifikanten Effekte auf die Schlachtkérperzusammen-
setzung beobachtet werden.

Die Nahrstoffausscheidungen errechnen sich aus der Nahrstoffzufuhr abziiglich der Nahrstoffmenge im
Zuwachs. Je Tier wurden die folgenden Stickstoff- und Phosphatausscheidungen ermittelt:

Tabelle 3: Kalkulierte Nahrstoffausscheidunen

Extrem N/P-Red.
+ Probiotikum

N-Ausscheidung, kg 3,15 2,63 2,63
P.0s-Ausscheidung, kg 1,16 0,86 0,83

Kontrolle Extrem N/P-Red.
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Durchschnittlich schieden die Tiere der extrem stark N-/P-reduzierten Gruppe 17 % weniger N und 26
bzw. 29 % weniger P.0s als die Tiere der Kontrollgruppe aus.

Diskussion

Zur Absicherung der Mastleitung bei extermer Nahrstoffabsenkung und zur Stabilisierung der Darmge-
sundheit wurde einer Versuchsgruppe das Probiotikum BioPlus® YC zugesetzt. Allerdings zeigten die
Tiere aller Gruppen ein sehr hohes Leistungsniveau mit (iber 1000g durchschnittlichen Tageszunahmen.
Die Tiere der Versuchsgruppe mit Probiotikum erzielten durchschnittliche Tageszunahmen von 1010 g
mit einem @ Futteraufwand je kg Zuwachs von 2,43 kg und waren somit auf einem vergleichbaren und
sogar numerisch besseren Niveau wie die Kontrollgruppe. Bei der geschlechtsgetrennten Betrachtung
der Mastleistung konnte bei den Kastraten der verbesserte Futteraufwand der Gruppe 3 im Vergleich
zur Gruppe 2 abgesichert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Kompensation der Nahrstoffabsen-
kung durch das Probiotikum bei scheinbar gleichzeitiger Verbesserung der Verdauungsfunktion mdéglich
ist. Dariiber hinaus fiihrt eine Nahrstoffabsenkung zu erheblichen Emissionseinsparungen. Dadurch wer-
den die Umwelt und der Stoffwechsel des Tieres entlastet.

Schlussfolgerungen

Der Versuch zeigt, dass Tiere auch bei sehr knapper N- und P-Versorgung enorme Leistungen erzielen
konnen. Den, auf den ersten Blick, hoheren Futterkosten stehen betrachtliche N-/P-Einsparungen ge-
genliber, wodurch die Nahrstoffproblematik in veredlungsstarken Regionen entscharft werden kénnte.
Flitterungskonzepte mit verdaulichkeitsférdernden und leistungssteigernden Probiotika lohnen sich in
zweierlei Hinsicht: 6konomisch und ékologisch.
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Abstract

The trial was conducted to evaluate the efficacy of a novel source of Zn (MiaTrace Zn/ MTZ) as an
alternative zinc source in the diets for newly weaned piglets compared to both, additive and pharmaco-
logical doses of ZnO. A total of 135 newly weaned piglets ([Large White x Landrace] x Pietrain; 5.8 +
0.92 kg BW; mixed sexes) of 21 days of age were randomly distributed into three groups. The experi-
mental treatments consisted of: a negative control treatment with 120 ppm Zn out of ZnO; a positive
control treatment with 2520 ppm ZnO during the pre-starter phase (pharmacological dose) followed by
120 ppm ZnO during the starter phase and; a test treatment with 120 ppm Zn out of MiaTrace Zn. The
results showed that during the starter phase and the overall experiment, the pharmacological dose of
ZnO significantly increased (p < 0.05) body weight gain and feed intake relative to the negative control.
The piglets offered MiaTrace Zn also presented an increased feed intake (p < 0.05) relative to the
negative control during the starter phase and the overall experiment. No differences were observed for
any parameter between the positive control and MiaTrace Zn in any of the periods considered. Generally,
the animals presented good health and no diarrhoea was observed. In conclusion, the present trial
indicates that a replacement of the conventional dose of 120 ppm Zn out of ZnO with MiaTrace Zn
improved feed intake significantly, and no differences were observed between the pharmacological use
of ZnO and MiaTrace Zn.

Introduction

Zinc (Zn) is an essential trace element with numerous functions in the metabolism as an integral element
of several enzymes (Maret, 2014). The application of zinc in high amounts is known for its growth
promoting effect in piglets. Even though, the exact mode of action is still not known, zinc oxide in
pharmacological dosages (~2500 mg/kg feed) leads to a control of pathogens and thereby reduces the
incidence of diarrhoea in piglets (Pieper et al., 2012; Sales, 2013; Shelton et al., 2011; Vahjen et al.,
2011). Zinc as a heavy metal will in high doses have a negative impact on the environment. Accumula-
tions of zinc occurs by applying the manure on the fields as an organic fertilizer. Consequently, zinc may
concentrate in topsoil and cause toxicity to plants and microorganisms. The reduction of dietary supplied
zinc is one of the key methods to limit this environmental risk. From there, the supply of zinc oxide in
general is limited according to European legislation (EC, 2016; EFSA FEEDAP Panel, 2014).

A new zinc product that increases the availability of zinc ions in the gut was recently developed (Mi-
aTrace Zn). The general application of the protected product MiaTrace Zn fulfils the European regula-
tions of maximum zinc levels in piglet diets (150 mg zinc/kg feed) (EC, 2016; EFSA FEEDAP Panel, 2014;
Fard et al., 2011; Kihnen et al., 2002; Vahjen et al., 2011). Previous feeding trials provide evidence
that MiaTrace Zn reduces the attachment of £. co/ito the mucosa and influences the intestinal integrity
positively (Zentek et al., 2015). A better health status and enhanced performance could be observed in
several piglet trials, where MiaTrace Zn was compared with legal and pharmacological dosages of ZnO
(Eichenberger and Seelhorst, 2018; Nielsen et al., 2016). Therefore, the objective of the current study
was to investigate the effect of 120 mg zinc out of MiaTrace Zn/kg diet on daily weight gain, feed intake
and fecal score in weaner pigs compared to zinc oxide in pharmacological dosages.
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Materials and methods

A total of 135 newly weaned piglets ([Large White x Landrace] x Pietrain; 5.8 £ 0.92 kg BW; mixed
sexes), 21 days of age were randomly distributed by initial body weight into 9 blocks (3 pens of 5 pigs
per block). The three experimental treatments consisted of: a negative control (NC) treatment with 120
ppm Zn from Zn0O; a positive control (PC) treatment with 2520 ppm Zn from ZnO during the 14 days
pre-starter phase (pharmacological dose) followed by 120 ppm Zn from ZnO during the starter phase
and; a test treatment (MTZ) with 120 ppm Zn from MiaTrace Zn (Table 1). Within each block, the three
treatments were randomly distributed among the three pens. The pigs were individually weighed at the
start of the trial and at days 14 and 42. Feed intake between each weighing interval was also recorded
for each pen. Fecal score (for each pen) was also assessed daily using a 5-category score system
(0=firm and shaped; 1=soft and shaped; 2=soft without shape; 3=loose; 4=watery). Data were ana-
lysed using the GLM procedure of the statistical package SAS. Differences with a P-value of less than
0.05 were considered significant.

Table 1: Experimental treatments and the amount of Zn (mg/kg of feed) in negative control (NC), positive control
(PC) and MiaTrace Zn (MTZ) in the pre-starter (PST; d0-14) and starter (ST; d14-42) phases.

Zinc oxide MiaTrace Zn
Treatment PST ST PST ST
NC 120 120 - -
PC 2520 120 - -
MTZ - - 120 120

Results and discussion

The performance results considering average pen values are shown in Figure 1. No statistically signifi-
cant effects of dietary treatment on performance were observed during the pre-starter phase (p > 0.05).
However, during the starter phase significant increases (p < 0.05) in body weight gain and feed intake
were observed for the piglets that had been offered the pharmacological dose of ZnO during the pre-
starter phase (positive control), relative to the treatment with the conventional dose of ZnO (negative
control). Furthermore, the piglets from the test treatment (MiaTrace Zn; 120 ppm) also presented an
increased feed intake (p < 0.05) relative to the negative control.

Over the whole trial (Figure 1), the positive control significantly increased (p < 0.05) body weight gain
and feed intake, and MiaTrace Zn significantly increased (p < 0.05) feed intake relative to the negative
control. No differences were observed for any parameter between the positive control and MiaTrace Zn
in any of the periods considered. The weekly average diarrhoea scoring showed no differences at all.
No scores above 3 were observed for any animal and the average faecal scores were very low. The
health status of the piglets was generally good throughout the study. Only three pigs were not able to
complete the trial. One piglet, belonging to treatment three (MTZ) due to a rectal prolapse and two
piglets of treatment one (NC) because of “naval suckling”.

Improvements in piglet performance with pharmacological doses of zinc oxide have been demonstrated
in previous experiments (Pettigrew, 2006; Sales et al., 2013). However, the improvements in growth
described in previous experiments could not be achieved within the legal dosage by conventional sources
of zinc (zinc oxide or zinc sulfate). Our results indicate that supplementing diets for piglets with MiaTrace
Zn within the legal permission could enhance growth compared to the regular zinc oxide supplementa-
tion. Furthermore, the trial observed no differences between pharmacological doses of ZnO and Mi-
aTrace Zn in case of average weight gain and feed intake. These effects have also been reported in
previous piglet trials (Eichenberger and Seelhorst, 2018; Nielsen et al., 2016). Additionally, the environ-
mental pollution with zinc can be reduced with ZnO dosages or with MiaTrace Zn based on European
regulations (EC, 2016).
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Figure 1. Average performance of piglets between 0 — 42 days of trial. negative control (NC); positive control
(PC); MiaTrace Zn (MTZ). 2 -values with different letters are significantly different (p < 0.05)

Conclusions

The current trial was conducted in order to evaluate the effect of different zinc sources compared to
pharmacological doses of zinc oxide in piglet diets. Under the conditions of the current trial it is con-
cluded that the use of pharmacological doses of ZnO during two weeks after weaning significantly
improved feed intake and weight gain over the whole experimental period compared to the negative
control. In addition, the usage of 120ppm Zn from MiaTrace Zn also improved feed intake significantly
and no differences were observed between the pharmacological use of ZnO and MiaTrace Zn.
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Einfluss von organisch gebundenem Selen auf die Knochenquali-
tat von Legehennen und Broilern

Effect of organic selenium on bone quality of laying hens and broilers
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Lallemand SAS (Lallemand Animal Nutrition), Toulouse, FR

Abstract

Selenium (Se) is an essential trace element for humans and animals, and several findings suggest that
dietary Se intake may be necessary for bone health in human and animals. The selection of high-
performing breeds suffering from bone weakening in broilers and the risk for demineralization during
the process of eggshell formation in laying hens raise the question of bone health and quality improve-
ment. The objective of this study was to investigate the effect of supplementing organic Se to poultry
on bone quality, assessed by different parameters (tibia resistance and mineralization). Laying hens (n
= 24/group) and 2 consecutive batches of broilers (n = 10/group) were supplemented either with so-
dium selenite (SELENITE: 0.2 ppm Se) or organic Se (ALKOSEL.: 0.2 ppm Se) over a basal diet containing
0.3 ppm Se from sodium selenite during 91, 32 and 14 days, respectively. In laying hens, tibia resistance
and eggshell resistance were improved by 43% and 4%, respectively, with ALKOSEL compared to sel-
enite (p < 0.1). In broilers, ALKOSEL increased tibia resistance (p < 0.05) and the content of tibia ash
(+6%), calcium (+7%) and phosphorus (+7%) (p < 0.05) after 32 days of org. Se supplementation.
Broilers supplemented during 14 days with ALKOSEL had higher Se concentration in tibia (+24%, p =
0.003). These results highlight the interest of supplementing organic Se to improve bone resistance and
mineralization in poultry in a context of increasing interest for animal welfare.

Einleitung

Das Thema Knochengesundheit spielt sowohl fiir Nutztiere als auch fiir Haustiere eine immer wichtigere
Rolle und ist ein Schlisselelement flir das Tierwohl. Bei Nutztieren bieten Faktoren wie genetische Aus-
lese, hohe Produktivitdt oder Managementpraktiken mogliche Erklarungen fir die zunehmenden Prob-
leme im Hinblick auf die Knochengesundheit. Die neuere Forschung weist nach, dass Selen (Se) eine
entscheidende Rolle bei der Knochengesundheit spielt. Eine Literaturiibersicht (Zeng et al. 2013) zeigt,
dass der Zusammenhang zwischen Selen und Knochengesundheit hauptsachlich auf folgende Punkte
zurlickgefiihrt wird: Praventive Funktion gegen oxidativen Stress; Rolle innerhalb von Entziindungs- und
Immunsystemen; Beteiligung an den Prozessen der Teilung, Vermehrung und Apoptose der Zelle. Dies
lasst vermuten, dass ein guter Selenstatus einen positiven Einfluss auf die Knochengesundheit hat. Um
eine bedarfsgereichte Zufuhr von Selen zu ermdglichen, wird Selen dem Futter von Tieren zugesetzt:
In Form von anorganischem (z.B. Natriumselenit) und organischem Se (z.B. Selenhefe). Das Ziel dieser
Studie war es, den Effekt einer Selenhefe-Supplementierung (ALKOSEL, Lallemand Animal Nutrition)
gegeniber der Zufiitterung mit anorganischem Se (Natriumselenit) auf die Knochenstabilitat und -Mi-
neralisierung von Legehennen und Broilern zu untersuchen.

Material und Methoden

Die durchgefiihrte Studie besteht aus 3 Fiitterungsversuchen: 1 x Legehennen und 2 x Masthahnchen.
Im ersten Versuch wurden 48 Legehennen auf zwei Gruppen aufgeteilt. Zusatzlich zum Standardfutter
(Gehalt von 0,3 mg Se anorganisches Se je kg Futter) wurden die Hennen der Gruppe 1 (SELENIT) mit
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0,2 mg Se/kg Alleinfutter aus anorganischer Selenquelle (Natriumselenit) und die Hennen der Gruppe 2
(ALKOSEL) mit 0,2 mg Se/kg Alleinfutter aus Selenhefe (Alkosel, Lallemand Animal Nutrition) flr eine
Versuchsdauer von 91 Tagen gefiittert (Tab. 1). Nach 91 Tagen wurden die Tibiaknochen von je 6
Tieren pro Gruppe entnommen und die Knochenstabilitdt mit dem Dreipunktbiegeversuch untersucht.
An Tag 74 des Ftterungsversuchs wurde die Eischalenharte von 86 Eiern aus der SELENIT-Gruppe und
88 Eiern aus der ALKOSEL-Gruppe getestet.

Im zweiten Abschnitt der Studie wurde das gleiche Fitterungsschema bei Broilern in zwei separaten
Versuchen gewahlt (Tab. 1). Im ersten Teilversuch wurden je 10 Tiere pro Gruppe fiir 14 Tage mit den
beiden unterschiedlichen Selenquellen versorgt und anschlieBend die Selenkonzentration des Knochens
bestimmt. Im zweiten Teilversuch wurden ebenfalls 10 Broiler je Gruppe Uber 32 Tage mit dem oben
beschriebenen Fiitterungsschema aufgezogen. Nach 32 Tagen wurden die Tibiaknochen im Dreipunkt-
biegeversuch auf ihre Stabilitat untersucht und ihre Mineralisierung analysiert (Asche, Ca, P).

Tabelle 1: Gruppenschema und Selenfiitterung in beiden Fiitterungsversuchen:

Gruppe SELENIT Gruppe ALKOSEL
Anorganisches Selen (Natriumselenit) je kg Alleinfutter 0,5 mg Se/kg 0,3 mg Se/kg
Organisches Selen (Alkosel) je kg Alleinfutter - 0,2 mg Se/kg

Beim Dreipunktbiegeversuch wird der Knochen auf zwei Auflagen positioniert und in der Mitte mit einem
Priifstempel belastet und u.a. die maximale Kraft sowie die Steifigkeit bestimmt. Maximale Kraft (N)
beschreibt die maximal angewendete Kraft wahrend des Tests. Je stérker der Knochen, umso hoher ist
die maximale Kraft. Die Steifigkeit (N/mm) entspricht der Steigung des Spannungs-Dehnungs-Dia-
grammes. Es zeigt die Resistenz des Knochens gegeniiber der Durchbiegung an. Je hoher die Steifigkeit,
umso mehr Kraft benétigt man, um den Knochen zu biegen.

Alle Daten wurden mittels ANOVA unter Verwendung des T-Testverfahrens oder Mann-Whitney-Test
mit SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA) analysiert.

Ergebnisse

LEGEHENNEN. Die Selenhefe-gefiitterten Legehennen wiesen einen um 43 % hoheren Tibia-Widerstand
verglichen mit den Natriumselenit-gefitterten Hennen auf (p<0,1). Die Knochensteifigkeit war in der
ALKOSEL-Gruppe (Abb. 1) numerisch um 35 % erhoht. Die Ergebnisse der Eischalenpriifung an Tag 74
zeigten einen um 4 % hoheren Eischalenwiderstand (Harte) in der ALKOSEL-Gruppe (10,67 m3J), vergli-
chen mit der SELENIT-Gruppe (10,25 mJ) (p<0,1).

Tibia-Widerstand in Legehennen

250
+43%
200
150 8
SELENIT
+359%

100 ? m ALKOSEL

50

Maximale Kraft (N) Steifigkeit (N/mm)

Abbildung 1: Einfluss der Selenfiitterung auf den Knochenwiderstand von Legehennen nach 91 Tagen (a,b;
p<0,1).
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BROILER. Bereits eine 14-tdagige Fiitterung von Selenhefe fiihrte zu einem signifikanten Unterschied in
der Selenkonzentration des Knochens, verglichen mit der SELENIT-Gruppe (+24 %, p<0,05; Tab. 2).
Nach 32 Tagen konnte auch ein Effekt in der Mineralisierung des Knochens beobachtet werden. Die
Tibiaknochen der ALKOSEL-Gruppe enthielten 6 % mehr Asche, 7 % mehr Calcium und 7 % mehr
Phosphor als die Tibiaknochen der Vergleichsgruppe (Abb. 2).

Tabelle 2: Selenkonzentration des Tibia-Knochens nach 14 Tagen abhdngig von der gefiitterten Selenquelle

SELENIT ALKOSEL p-Wert
Selenkonzentration (ug/kg FM) 7162 891b 0,003
Asche Calcium Phosphor
24.0 6% :(2) +7% :g + 7%
7 220 B o = >
% % 7.8 2 38
z 200 3 76 2 37
S & 7.4 S 3.6
& 18.0 8 72 a & 7 3
<] a 7 S 35
160 v 70 34
'8 % 6.8 % 3.3
o 140 < 6.6 £ 3,
< = 6.4 = 3
% 12.0 8 6.2 o 3.1
2 100 6.0 3.0
SELENIT  ALKOSEL SELENIT  ALKOSEL SELENIT  ALKOSEL

Abbildung 2: Effekt der Selenfiitterung auf die Tibia-Mineralisierung von Broilern nach 32 Tagen (a,b; p<0,05).

Die Selenhefefiitterung erhdhte auBerdem die Knochensteifigkeit um 20 % (p<0,05) und die maximale
Kraft numerisch um 14 % (Abb. 3).

Tibia-Widerstand in Masthédhnchen
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+14%
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+20% SELENIT
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Abbildung 3: Einfluss der Selenfiitterung auf den Knochenwiderstand von Broilern nach 32 Tagen (a,b; p<0,05).

Diskussion

Der Einsatz von Selen zur Steigerung der Knochenrobustheit wurde bisher kaum untersucht. Einige erste
Studien in der Humanmedizin konnten allerdings den positiven Zusammenhang zwischen einer guten
Selenversorgung und geringerem Osteoporose- und Arthritis-Risko zeigen (Turan et al. 2003; Canter et
al. 2007). Se ist bekannt flir seinen antioxidativen Effekt im Koérper. Als Kofaktor der Glutathion-Peroxi-
dasen (Selenoproteine; antioxidative Enzyme) spielt es eine wichtige Rolle in der antioxidativen Abwehr
der Zellen und schiitzt diese vor dem Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) — so auch in Kno-
chenzellen. In Knochenzellen findet man diese Selenoproteine in den Osteoblasten, die fiir die Zellmi-
neralisierung verantwortlich sind (Jakob et al. 2002). Die natirlichen Gegenspieler der Osteoblasten
sind die Osteoklasten, welche flir den Abbau bzw. die Resorption verantwortlich sind. Laut Muthusami
et al. (2005) geht eine erhohte Aktivitat von Glutathionperoxidase im Knochengewebe mit einer erhéh
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ten Aktivitat der Osteoblasten und folglich stérkeren Knochen einher. Eine Untersuchung von osteopo-
résem und gesundem Knochengewebe zeigte, dass osteopordses Knochengewebe hdhere Gehalte an
Lipidperoxiden und Wasserstoffperoxid, sowie eine verminderte Aktivitdt von antioxidativen Enzymen
aufwies. Domazetovic et al. (2017) beschreiben den Zusammenhang von Antioxidantien, oxidativem
Stress (Uberproduktion von ROS, welche nicht mit einem ausreichenden Level von Antioxidantien aus-
geglichen werden kann) und Knochengesundheit wie folgt: ROS induzieren den Zellabbau von Osteo-
blasten (falls diese nicht ausreichend mit Antioxidantien geschiitzt sind), was wiederum die Produktion
von Osteoklasten verstarkt und die Mineralisierung hemmt. Dadurch fiihrt oxidativer Stress zu einem
erhéhten Umbau und folglich zu Knochenschwund. Antioxidantien wiederum kdnnen die Differenzierung
von Osteoblasten sowie die Mineralisierung aktivieren und reduzieren folglich die Aktivitat der Osteo-
klasten. In der oben vorgestellten Studie mit Gefliigel konnte eine gesteigerte Knochenstabilitdt sowohl
bei Legehennen als auch Broilern beobachtet werden. Die Messergebnisse des Dreipunktbiegeversuchs
sind im Einklang mit den Analyseergebnissen der Knochenmineralisierung (erhéhte prozentuale Anteile
von Asche, Ca und P). Eine verbesserte Mineralisierung lasst auf eine gesteigerte Osteoblasten-Aktivitat
schlieBen. Geht man davon aus, dass die um 24 % hdhere Selenkonzentration im Knochen von ALKO-
SEL-gefiitterten Tieren Gberwiegend in Form von Selenoproteinen vorliegt, kann vermutet werden, dass
die Osteoblasten einen héheren antioxidativen Schutz in Form von Glutathionperoxidase hatten als die
Kontrollgruppe. Die um 24 % hohere Selenkonzentration im Knochengewebe ldsst sich auf die hohere
Bioverfligbarkeit von organischem Selen (Alkosel) gegeniiber anorganischen Selen zurlickfiihren, wel-
che in zahlreichen Studien belegt wurde (Barbé et al. 2017, Han et al. 2017).

Schlussfolgerung

Die Supplementierung mit Selenhefe (ALKOSEL) im Vergleich zu einer rein anorganischen Selensupple-
mentierung flhrte zu einer deutlich verbesserten Knochenstabilitat bei Legehennen und Masthahnchen
und tragt damit maBgeblich zum Tierwohl in der Gefliigelproduktion bei. Es lasst sich vermuten, dass
auch bei anderen Tierspezies ein positiver Effekt von organischem Selen auf die Knochenmineralisierung
gesehen werden kann.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of feed material based on leonardite on broiler
chicken’s (BC) productivity and production quality. The BC were reared up to 40 days of age. The BC
were randomly distributed into two groups, with each group consisting of 30,000 birds. Two dietary
treatments were compared: (i) basal diet (CON group) and (ii) basal diet containing leonardite at the
level of 2kg/1t of feed (LEO group). The following productivity parameters were evaluated: body weight
(BW), feed conversion ratio (FCR) and mortality of broiler chickens. The meat quality parameters, such
as carcass, breast, leg and abdominal fat yield, dry matter (DM) content, pH, colour, drip loss (DL),
water-holding capacity (WHC), cooking loss (CL), tenderness, protein, ash, and intramuscular fat con-
tent of breast meat were determined. Tendencies of the broilers BW increasing (by 1%), as well as FCR
and mortality decreasing (by 0.6% and 2%, respectively) were established (p = 0.05). Also, tendencies
of the breast and leg meat yield increasing (by 1.5% and 0.8%, respectively) in LEO group samples
were found (p = 0.05). Likewise, not significant, however, higher tenderness, DL, CL, protein and fat
content of the LEO group meat breast samples was established, compare with control group (p = 0.05).
LEO group samples showed lower WHC, DM, redness, and pH (24 h), in compare with CON group.
Finally, leonardite supplement showed positive tendencies on poultry production and meat quality, how-
ever, more research is needed, e.g., to indicated more effective quantities of the used supplement
and/or to test symbiotic relation with other supplements, in case to get higher effectiveness.

Introduction

The effectiveness of poultry production is influenced by several factors, the most important of which
are genetic, environment, nutrition, and management. In terms of nutrition, it should be balanced for
a better growth efficiency of broilers, as well as higher production quality and safety. Humic substances
(HS) possessed detoxication, antibacterial, and antiviral effects. HS are largest constituent of organic
matter in soil, sediment and water (Trckova M. et. al., 2018). These substances are broad class of
naturally occurring, biogenic, heterogenous organic compounds, formed during the decay process,
which involves the transformation of biomolecules originating from dead plant and animal materials due
to activity of microorganisms (Stankevica K. et al., 2019). HS mainly consist of polysaccharides,
polypeptides, lignins, phenols, lipids, fatty acids and trace minerals. Although, the phenolic and
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carboxylic groups are more often found in such organic compounds (Trckova M. et. al., 2018). A highly
good source of HS is sedimentation layers of soft brown coal, which are indicated as leonardite.
Leonardite is an organic matter associated with young, oxidized lignite that has not yet completed the
process of transformation to coal. It differs by higher degree of oxidation than compared with humidified
peats (Barone V. et al., 2019). HA application has been shown to improve body weight, carcass weight,
carcass and thigh yield of broiler chickens (Arpasova H. et al., 2018). HS administered in feed promote
significant changes in dry matter, fat, water, proteins, phosphates content, and pH in both breast and
thigh meat samples of broiler chickens (Semjon B. et al., 2020).

The aim of this study was to evaluate the influence of leonardite based feed supplement on broiler
chicken’s (BC) productivity and production quality.

Material and methods

All animal procedures were conducted according to the EU Directive 2010/63/EU (The Protection of
Animals Used for Scientific Purposes). The study was conducted at a poultry farm in Kaisiadoriu district
(Kaisiadoriai, Lithuania) and the Institute of Animal Rearing Technologies Lithuanian University of Health
Sciences (Kaunas, Lithuania). The broiler chickens (BC) were kept on deep litter. Drinking water and
compound feed were available ad /ibitum throughout the trial. The BC were reared up to 40 days of
age. A total of 60,000 day-old Ross 308 broiler chickens were randomly distributed into two groups.
Two dietary treatments were compared: (i) basal diet (CON group) and (ii) basal diet containing feed
material based on leonardite ,,Reasi® Humic Health" at the level of 2kg/1t of feed (LEO group). A phase
feeding (pre-starter, starter, grower and finisher) was applied. The feed of all periods consisted of a
corn-soybean meal-based diet and was formulated according to the nutritional requirements prescribed
in the Ross nutrition specification (2019) and NRC (1994). ,,Reasi® Humic Healtf" is powder of brown
color and consisted of 70-80 % humic substances in dry matter.

Body weight (g), average daily feed intake (g), mortality (%), and water consumption (m?3) were rec-
orded for the entire period for each treatment; the feed conversion ratio (FCR) (g/kg) was calculated
on the basis of feed intake to body weight gain.

At the end of the trial, 10 chickens with similar body weights from each group were selected for carcass
trait evaluation. The carcass yield, including breast meat, leg muscle and abdominal fat percentages,
were evaluated as described by Marché (2000). The chemical, physical and technological characteristics
of broiler breast meat samples were evaluated by methods described by Mozuriene et al. (2016).

SPSS software version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used for statistical analysis. The analysis of
variance was used to determine whether significant differences existed between means. Differences
were classified by Duncan multiple comparison test. Results were considered statistically significant at
p < 0.05.

Results

The results of broiler chicken’s production performance showed, that the BW and water consumption of
broilers was increased by 1% and 4%, respectively (p = 0.05) in addition of leonardite and FCR de-
creased by 0.6% (p = 0.05), as well as mortality decreased by 2% (p = 0.05), compared with control
group.

There were not any significant differences due to application of leonardite on yield of carcass, breast,
thigh and abdominal fat (Figure 1). The favourable tendency of the effect of the leonardite on breast
and leg meat yield was found — it increased by 1.5% and 0.8%, respectively (p = 0.05). Quality param-
eters of the broiler chicken'’s breast meat was not significantly influenced by leonardite supplement, but
SF, which indicates the tenderness of the meat, by 43 %, DL — by 63 % and CL by 11% was increased,
compared with control group (p = 0.05).
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Figure 1. Effect of leonardite on meat quality of broiler chickens

Lower WHC, DM, redness (a*), and pH (after 24 h of storage) of the LEO group breast meat samples
were found. Tendencies of the protein (by 1.3%) and intramuscular fat content (by 0.6%) increasing
in breast meat of LEO broilers were established (p = 0.05). However, results were not significant dif-
ferent between the CON and LEO groups.

Discussion

The introduction of leonardite at the level of 2kg/1t of feed contributed to increasing the BW and
reducing FCR as well as mortality of broiler chickens. Similar results of increased growth rate and
reduced feed intake of broilers, when water was supplemented with HA was reported by Korsakov K. et
al. (2018). HA increases the nutrient digestibility by increasing villus length and subsequently when
villus length increases the area for absorption of nutrients increases. The nutrients absorption eventually
improves productivity of broiler chickens (Arif M. et al., 2019). The slight effect of leonardite on meat
chemical, physical technological attributes as well as breast and leg meat yield was found in our study.
Statistically non-significant differences in carcass carcass yield, breast and thigh percentage in addition
of HA was found by Arpasova H. et al. (2018). Jaduttova I. et al. (2019) noted a significantly higher
yields of breast and thigh meat in addition of humic substances to the feed of broiler chickens.
Differences of our results compared to previous studies could be to several factors. Some of these
factors could be attributed to chemical composition of humic substances, level of HS inclusion to the
feed/water, composition of compound feed, age of broiler chickens and etc.

Conclusion

Addition of leonardite (2kg/1t of feed) could reveal some tendencies of improved productivity and meat
quality (protein content, breast colour and tenderness, breast and leg meat yield) of broiler chickens,
however, more research is needed, e.g., to indicated more effective quantities of the used supplement
and/or to test symbiotic relation with other supplements, in case to get higher effectiveness.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the concentration of thymol in plasma and breast muscle
after sustained administration of two different concentrations (0.05 and 0.1%) of Thymus vulgaris es-
sential oil (TEO) in broiler chickens diet. The effect of thymol on activity of glutathione peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD), total antioxidant status (TAS) and malondialdehyde (MDA) concentration
in blood and MDA concentration in breast muscle was also investigated. Thymol content in plasma and
breast muscle significantly increased when 0.1% thyme oil was added to the diet (p<0.05). Activity of
SOD increased and concentration of MDA decreased significantly (p<0.05) in blood from chickens fed
0.1% TEO supplementation. Only a declining trend was observed at MDA concentration in breast mus-
cle. Thymol content was sufficient to provide its antioxidant properties in blood but its low amount in
breast muscle was inadequate to significantly affect lipid oxidation in this tissue.

Introduction

Antioxidant properties of polyphenols attracted them and became a fashionable topic of research inter-
est. Despite of, the main problem for these compounds are related to their poor bioavailability and very
low concentrations in target tissues (Surai et al., 2017). According to Lee et al. (2004), accumulation of
EO components in the tissues is unlikely because of intensive biotransformation and excretion. However,
these authors point out the possibility that after longer continuous supplementation, the components
may be incorporated into various tissues in the body. The objective of this study was investigate the
connection between the continous supplementation of thyme essential oil (TEO) to broiler chickens feed
and the sparing effect of thymol, the main component of TEO against oxidative stress.

Material and methods

A total of 24 one-day old Ross 308 hybrid broilers were randomly divided at the day of hatching into 3
dietary treatments with four replicate cages containing two chicks in each. Treatments differed in the
TEO concentration (0.00, 0.05 and 0.1%, w/w) added to the diet. Feed intake (FI) was measured daily
and body weights were measured once a week. Feed conversion ratio (FCR) was calculated as the ratio
of FI to weight gain (WG). At the age of 4 weeks, all animals from each treatment group were sacrificed.
Samples of plasma and breast muscle tissues were collected for analyses of antioxidant parameters
(n=6-8) and for thymol analyses were pooled from each of two animals in each group; finally, four
samples per group were analysed. Detection of thymol in samples of plasma and muscle was performed
using headspace solid-phase microextraction followed by gas chromatography coupled to mass spec-
trometry method as described by Ocel'ova (2017). Activity of glutathione peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9)
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in blood was measured in accordance with Paglia and Valentine (1967), using a commercial kit (Ransel,
Randox, UK). The activity of superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) in blood was analysed in accord-
ance with Arthur and Boyne (1985) using the RANSOD commercial reagent kit, Randox (UK). Total
antioxidant status (TAS) in plasma was analysed using commercial kit from Randox, UK. Malondialde-
hyde (MDA) concentrations in the muscle and plasma were measured using the modified fluorimetric
method of Jo and Ahn (1998). Values of thymol, GPx, SOD, TAS, MDA were tested for normal distribution
with the Kolmogorov-Smirnov test. Kruskal-Wallis test with post hoc Dunn's Multiple Comparison Test
was used for antioxidant parameters and statistical analysis. For comparison of thymol concentrations
in plasma and muscle between groups with two different concentrations of TEO in feed Mann—Whitney
U test was used. Results were presented as the mean value £ standard deviation (SD). Significant
differences were considered at p<0.05.

Results

The performance parameters were not sigfnificantly affected by any TEO concentration added to the
broiler diets. Thymol content in plasma, and breast muscle significantly increased when 0.1% thyme oil
was added to the diet in comparison with 0.05% TEO addition (0.46 £+ 0.10 vs 0.85 = 0.04 ug/L, 0.06
+ 0.01 vs 0.14 £+ 0.04 ug/g DM, p<0.05). Activity of SOD significantly increased (p = 0.096) and con-
centration of MDA significantly decreased (p = 0.036) in plasma of chickens with the addition of 0.1%
TEO in the diet (Table 1).

Table 1: Effect of different concentration of thyme essential oil on activity of glutathione peroxidase (GPx, U/g Hb)
and superoxid dismutase (SOD, U/g Hb) in blood, total antioxidant status (TAS, mmol/L) in plasma, malondialde-
hyde content in plasma (MDA, nmol/L) and breast muscle (umol/g protein).

Indices 0% 0.05% 0.1% SD P-value
Blood

GPx 101.38 109.78 161.87 58.79 0.069
SOD 1309.54° 1193.76P 2148.772 704.86 0.001
TAS 1.29 1.34 1.30 0.16 0.0881
MDA 0.26° 0.212 0.17b 0.08 0.036
Breast muscle

MDA 0.072 0.061 0.046 0.023 0.104

a5 Values within a row with different superscript letters differ significantly (P<0.05). Data are presented as mean + standard
deviation (SD).

Discussion

We found significant increasing SOD activity and increasing tendency of GPx activity in blood, which is
in accord with the results of Rubid et al. (2014) and their conclusion that thyme bioactives could offer
protection in healthy rat by upregulating the antioxidant enzymes activity. We have to keep in mind that
current information regarding the modulation of antioxidant enzymes activity with thyme bioactives is
scarce and the precise mechanism by wich are enzymes modulated is unknown. MDA concentration in
plasma (0.1% TEO) significantly decreased which was probably the result of thymol strong antioxidant
properties. We can assume that thymol at this concentration could inhibit the lipid peroxidation. Low
thymol amounts found in the breast muscle confirmed low thymol deposition, which could be due to
low thymol penetration or high activity of efflux transporters in this tissue. This could be probably the
reason why the MDA concentration in breast muscle in the current experiment was not influenced by
any concentration of supplemented thyme oil.
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Conclusion

It is clear that the highest thymol concentration (0.1% TEQO) was sufficient to express its antioxidant
properties in blood but its low amount in breast muscle was insufficient to positively affect lipid oxidation
in this tissue.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of feed material based on leonardite on the caecum
microbial profiles, serum indices, and bone strength of broiler chickens (BC). The BC were reared up to
40 days of age. The 60,000 BC were randomly distributed into two groups. Two dietary treatments were
compared: (i) basal diet (CON group) and (ii) basal diet containing leonardite at the level of 2 kg/1t of
feed (LEO group). Metagenomics and microbial profiling analysis of the both groups caecum samples
before and after feeding experiment were performed. It was found that the gut of one-day old BC is
colonised with bacteria, however, the variety of microorganisms is low, with the most prevalent
Escherichia, Clostridium, and Enterococcus. In the gut of 40-days old BC predominant bacteria are
Bacteroides, Bransiella, Lactobacillus, Faecalibacterium, and Blautia. According to the data obtained, it
could be stated that the supplementation of poultry feed with humic acids increases the amount of
probiotic bacteria in BC gut (particularly Bifidobacterium spp.), and, although decreasing of the total
number of Lactobacillus species was established, however, variety remained high, compare with CON
BC. Significant differences in caecal SCFA, serum Ca, P, Fe, 7ibia strength, and caecal pH were not
established (p = 0.05). Also, tendencies of the serum hepatic enzymes ALT and AST, as well as
cholesterol content decreasing in LEO group (p = 0.05), in compare with CON group, were found.

Introduction

Leonardite is a soft waxy, black or brown, vitreous mineraloid that is easily soluble in alkaline solutions.
It is an oxidation product of lignite, which is a rich source of humic substances (up to 90%). Humic
substances are formed from the decomposition of plants and occur naturally in soil, peat, water, and
brown coal. These substances have a complex structure and contain humin, humic and fulvic acids
(Stankevica K. et al., 2019). Humins are an important mediator of microbial interactions in nature. Humic
substances are used in both human and veterinary medicine for their detoxication, antibacterial, and
antiviral effects, also, more and more studies confirm their immunomodulatory potential (Mudronova
D., et al., 2020).

The aim of this study was to evaluate the influence of leonardite based feed supplement on the caecum
microbial profiles, serum indices, and bone strength of broiler chickens (BC).
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Material and methods

The study was conducted at a poultry farm in Kaisiadoriu district (Kaisiadoriai, Lithuania) and the Insti-
tute of Animal Rearing Technologies Lithuanian University of Health Sciences (Kaunas, Lithuania). All
animal procedures were conducted according to the EU Directive 2010/63/EU (The Protection of Animals
Used for Scientific Purposes). The broiler chickens (BC) were reared up to 40 days of age. A total of
60,000 day-old Ross 308 broiler chickens were randomly allocated into two dietary treatments: (i) basal
diet (CON group) (ii) and basal diet containing leonardite ,,Reasi® Humic Health" at the level of 2 kg/1t
of feed (LEO group). A phase feeding (pre-starter, starter, grower and finisher) was applied. The feed
of all periods consisted of a corn-soybean meal-based diet and was formulated according to the nutri-
tional requirements prescribed in the Ross nutrition specification (2019) and NRC (1994). ,,Reasi® Humic
Health" is feed material of brown color and consisted of 70-80 % humic substances in dry matter. The
broiler chickens (BC) were kept on deep litter. Drinking water and compound feed were available ad
libitum throughout the trial. The birds were vaccinated against infectious bursal disease (Gumboro dis-
ease), Newcastle disease, and avian infectious bronchitis. Antibiotic treatment was not applied for birds.

Metagenomics and microbial profiling analysis

Before the experiment, faeces from one-day old chicks representing CON and LEO groups were collected
from ten birds in each group. The samples in each group then were mixed and pooled into two separate
samples (CON group and LEO group). The same procedure, using 10 chickens in each group, was used
at the end of the experiment during slaughtering (40 days-old chicken), making representative samples
of caeca content from both animal groups. The DNA was extracted purified and sequenced using NGS
with the aim to obtained microbiome profiles of analysed samples.

Caecal SCFA, pH, blood biochemical and bone strength analysis

At the end of the trial, 10 broilers were selected and caecal short chain fatty acids (SCFA): acetic,
propionic and butyric acids content by gas chromatograph GC-2010 Plus with mass spektrometric de-
tector GCMSQP2010 (Shimadzu corp., Kyoto, Japan) and pH by pH-meter ,Inolab 730" (WTW,
GmbH,Germany) was evaluated. Blood biochemical parameters were determined by an automatic blood
analyzer in a certified laboratory (,Anteja®, Kaunas, Lithuania). Right tibia ( 7ib/a) of broilers was used
to assess bone strength using a Nexigen TA Plus automatic texture meter (Lloyd Instruments Ltd, UK).

Statistical analysis

SPSS software version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used for statistical analysis. Differences were
classified by Duncan multiple comparison test. Results were considered statistically significant at p <
0.05.

Differences between the most prevalent bacterial species among two groups of chicken fed with differ-
ent supplements was assessed using the Z-Test Calculator for 2 Population Proportions (Social Science
Statistics, socscistatistics.com, 2019). Results were considered statistically significant at p < 0.05.

Results

At the beginning of the trial the only three bacterial genera including Escherichia, Clostridium, and
Enterococcus had the high prevalence (more than 95% of total microbiota) in the gut of both groups of
chickens. Other genera such as Bacillus, Lactobacillus, Kluyvera, Shigella, and Erwinia were also de-
tected in BC intestine, although their number was very low (Fig. 1). In total, 14 and 15 bacterial genera
were identified at the start of the test in the CON and LEO groups, respectively. Analysis of the bacterial
species composition showed that the most common bacterial species in one-day old BC were Escherichia
coll, Clostridium celatum, and Enterococcus faecalis, which accounted for more than 85% from all bac-
terial species, regardless of BC group.
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Figure 1. Caecal bacterial genera at the start (a) and the end (b) of trial

At the end of the trial, the diversity of the fecal microbiota was incomparably greater than at the start
of the trial. Over 100 bacterial genera have been identified in both CON and LEO groups. At the end of
the trial, 16 different classes of microorganisms were found, with a significant difference in the relative
amounts of CON and LEO groups (Figure 2). The majority of microorganisms (54%) in the CON group
belonged to the class Bacteroidia, whereas half of the bacteria in the LEO group belonged to the class
Clostridia. The amount of Clostridia in the CON group was two times lower, compare with LEO group,
whereas the prevalence of Bacteroidia in the LEO group was only 4.7% from the total bacterial load.
The LEO group had high percentage of Actinobacteria and Epsilonbacteria, whereas the CON group had
a relatively high percentage of Badilli.

Also, some non-significant changes between the tested groups were found. A reduced caecal pH was
observed in LEO group (p = 0.05). In could be associated with microbiota profile and increased content
of caecal SCFA. In LEO group amount of acetic and butyric acid was increased by 10% and 14%,
respectively, while propionic acid content was decreased by 0.6%, compared to CON group (p = 0.05).
A non-significant decrease in serum alanine transaminase (ALT) by 5% and aspartate aminotransferase
(AST) by 11% of LEO group were recorded (p = 0.05). The serum cholesterol level was lower by 11%
in LEO group (p = 0.05). An increase in Ca by 5%, P by 10% and Fe by 4% were found in the serum
of broilers fed leonardite supplement (p = 0.05). Experimental group showed a non-significant increase
in 7ibia strength by 45%, compared with CON group (p = 0.05).

Discussion

In the present study, the gastrointestinal tract of day-old chicks was found to be colonized by Esche-
richia, Clostridium and Enterococcus, which constitute the major part of the microbial content in the
intestines. As chickens grow, their microbiota changes dramatically. At the day 40 more than 100 bac-
terial genera were detected with the highest prevalence being of Bacteroides, Bransiella and Lactoba-
cillus, Faecalibacterium and Blautia. Bacteroides and Blautia are known as microbiota that are involved
in the production of SCFA such as vinegar, propionic, butyric, etc. (Zhang et al., 2015). In our study we
found an increased content of SCFA (acetic and butyric acid). Bacteroides also play an important role in
breaking down complex molecules of feed into more simple compounds (Zhang et al., 2015). Our study
revealed that supplementation of the feed by humic acids modifies the gut microbiota. Lactobalcillus
and Bifidobacteria can stabilize the gastrointestinal barrier functions, modulate the immune response,
and inhibit the growth of the pathogenic microbiota. Moreover, they are involved in
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nutrient bioconversion processes, increasing the absorption of poorly digestible ingredients (Jandhyala
S.M. et al., 2015). These findings reflect the results of our study, that in assistance of leonardite the
higher content of serum Ca, P and Fe were estimated; moreover the 7ibia strength was improved.

Conclusion

Supplementation of leonardite in feed modifies microbial profiles of the BC gut and ensures different
microbial composition, as well as the changes of blood serum indices and 7ibia strenght, also, could be
obtained.

Acknowledgement
The research was funded by 01.2.1-MITA-T-851 Inocekiai and Ltd. "Life Force Baltic" (Grants No. PR19-160 and PR19-156).

References

Jandhyala S.M., Talukdar R., Subramanyam C., Vuyyuru H., Sasikala M., Nageshwar Reddy D. Role of the normal gut microbiota.
World J Gastroenterol. 2015;21(29):8787-8803.

Mudronova D., Karaffova V., Pesulova T., Koscova J., Cingelkova-Maruscakova I., Bartkovsky M., Marcincakova D., Sevcikova Z.,
Marcincak S. The effect of humic substances on gut microbiota and immune response of broilers. 2020. The effect of humic
substances on gut microbiota and immune response of broilers. Food and Agricult. Immun. 31 (1): 137-149.

Stankevica K., Vincevica-Gaile Z., Klavins M. 2019. Role of humic substances in agriculture and variability of their content in
freshwater lake sapropel. Agron. Res. 17(3): 850-861.

Zhang, X., Zhao, Y., Xu, 1., Xue, Z., Zhang, M., Pang, X. 2015. Modulation of gut microbiota by berberine and metformin during
the treatment of high-fat diet-induced obesity in rats. Sci. Rep. 5.

Corresponding author

Univ. Prof. Dr. Elena Bartkiene

Institute of Animal Rearing Technologies (GATI)

Lithuanian University of Health Sciences Tilzes 18, LT-47181, Kaunas, Lithuania
E-mail: elena.bartkiene(at)lsmuni.lt

Seite 152 19. BOKU-Symposium Tierernahrung 2021






Torres et al.: The effect of zinc amino acid complex on oxidative stress induced by intestinal inflammation of
broiler chickens

The effect of zinc amino acid complex on oxidative stress induced
by intestinal inflammation of broiler chickens

Cibele Torres!, Christof Rapp!, Annatachja De Grande?3

1 Zinpro Corporation, Eden Prairie, MN, US

2 Department of Pathology, Bacteriology and Avian Diseases, Ghent University, Faculty
of Veterinary Medicine, Merelbeke, BE

31LVO (Institute for Agricultural and Fisheries Research), Animal Sciences Unit, Melle,
BE

Abstract

A performance study was conducted to evaluate the effect of amino acid-complexed zinc vs inorganic
zinc on intestinal health of broilers facing a nutritional challenge which promoted dysbiosis. The study
consisted of 2 dietary treatments: 60 ppm Zn as Zn amino acid complex (Availa®Zn) or 60 ppm Zn as
Zn sulfate (ZnSOa4). There were a total of 10 replicates per treatment, with 34 broilers per replicate.
Effects on performance, intestinal morphology, and oxidative stress were measured. Broilers supple-
mented with Zn amino acid complex were heavier and had a significantly lower feed conversion ratio in
the starter phase, compared to birds supplemented with ZnSO4. Greater villus length was observed in
broilers supplemented with Availa®Zn at the end of Starter (10 days) and Grower (28 days) periods.
Likewise, plasma malondialdehyde levels and glutathione peroxidase activity showed an improved oxi-
dative status in broilers supplemented with Availa®Zn. In conclusion, zinc supplied in feed, as an amino
acid-complexed trace mineral, improved gut morphology and oxidative capacity of broilers.

Introduction

Zinc (Zn) is an essential trace element for all forms of life, as it is involved in numerous metabolic
processes including epithelial health, healing, and prevention of lesions. Zinc is shown to have an es-
sential role in the maintenance of intestinal epithelial tight junction barriers and gut epithelial homeo-
stasis. This study evaluated and compared the effect of Zn amino acid complex (AvailaZn) vs zinc sulfate
(ZnS04) on preserving intestinal health of broilers fed a wheat-rye based diet, in order to cause a
nutritional challenge at the intestinal level.

Material and methods

A total of 680 one-day-old male Ross 308 broilers were randomly allocated to 20 floor pens (10 pens
per treatment, with 34 broilers per pen). A wheat-rye based diet, without the addition of NSP enzymes
was used to promote a nutritional challenge (dysbiosis). Zinc was supplemented at 60 ppm Zn as Zn
sulfate (ZnSO4) or Zn amino acid complex (Availa-Zn). The Starter diet was provided from day 0 to 10
as crumble, whereas the Grower and Finisher diets were fed as pellet from day 10 to 28 and day 28 to
36, respectively. Performance measurements were evaluated at day 10, 28, and 36 (BW, BW gain, FI,
and FCR, and global performance). Mortality was recorded daily, and data was used to correct perfor-
mance parameters. At days 10 and 28, 3 broilers per pen were euthanized with intra-venous dose of
sodium pentobarbital and tissue samples of the duodenal loop were collected to evaluate intestinal
morphology analysis on hematoxylin-eosin and immunohistological CD3* stained slides. The CD3+
staining provided an indication of the number of T-lymphocytes present in tissue, and thus provided an
indication of the amount of inflammation. Intestinal morphology was measured using a light microscope.
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Villus length was measured from the tip of the villus to the crypt-villus junction. Crypt depth was meas-
ured from the crypt base up to the crypt-villus junction (12 randomly selected duodenal villi and crypts
per section).

Plasma malondialdehyde (MDA) concentration and glutathione peroxidase activity (GPx) were measured
as an indication of oxidative stress. Concentration of MDA was measured by the reaction of MDA with
thiobarbituric acid (TBARS); GPx activity was determined in plasma samples, by measuring the oxidation
of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate in the presence of reduced glutathione and hydrogen
peroxide.

Statistical analysis was performed in R for Windows (version 3.5.1). Data were compared using T-test,
and differences were considered statistically significant at £ < 0.05.

Results

Zn amino acid complex improved BW by 2.04% at day 10 (Table 1, 2= 0.06) and FCR in comparison
to ZnS04. The decrease in FCR was not due to increased feed intake, but seemed to be an effect of
increased weight gain when Zn was consumed as Availa-Zn instead of ZnSO4 (Table 1). A similar re-
sponse of FCR was observed from days 0 to 28 (Table 1, 2= 0.07).

Table 1. Effect of Zn supplementation as Availa-Zn or Zn sulfate on broiler performance.

Body Weight Feec_l Intake FCR
(g/animal) (g/animal/day)
Period ZnS04 | Availa-Zn | Avalue | ZnSO4| Availa-Zn | Pvalue | ZnSO4 Availa-Zn Pvalue
Oto10d 284.7 | 290.5 0.063 | 28.6 28.7 0.860 1.1722 1.149° 0.03
10to 28 d 1572 1597 0.207 | 104.2| 104.7 0.720 1.456 1.441 0.17
28to36d 2423 2456 0.188 | 171.6 | 174.7 0.170 1.613 1.627 0.41
Oto28d 77.2 77.5 0.733 1.411 1.394 0.07
Oto36d 98.2 99.1 0.405 1.459 1.453 0.38

Zinc amino acid complex increased duodenal villus length of broilers by 8.4% and villus length:crypt
ratio by 13.3%, at day 10. At day 28, villus length and villus length:crypt ratio of broilers fed Zn amino
acid complex increased by 11.9% and 14.6%, respectively, in comparison to those fed ZnSO4(Table 2).
The amount of CD3* T-cells in duodenal sections was determined as a marker of intestinal inflammation.
The supplementation of ZnSO4 numerically increased T-cell abundance by 17.7% at day 10, and by
6.1% at the end of the Grower period, compared to the intestines of broilers who were fed Availa-Zn
(Table 2).

Table 2. Effect of supplementation of Availa-Zn or Zn sulfate on duodenal intestinal morphology and T-cell abun-
dance in broilers on days 10 and 28.

d10 d28
ZnS04 Availa-Zn P-value ZnSO4 | Availa-Zn | P-value
Villus length (VL), um 1206.2° 1308.6? 0.05 1489.6° | 1667.7¢ | 0.01
Crypt depth (CD), um 314.5 301.6 0.49 313.6 311.4 0.90
VL:CD 3.99° 4.522 0.05 5.06° 5.802 0.05
CDs* 28.0 224 0.17 33.27 35.27 0.50
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The concentration of MDA and GPx activity were measured in plasma to evaluate oxidative status, as
GPx plays a key role in the cascade protecting cells from oxidative damage. Broilers fed Availa-Zn had
lower MDA level at the end of the starter period, and no difference was observed at slaughter age.
However, at slaughter age (36 days), lower plasma GPx was observed in broilers supplemented with
Availa-Zn, compared to those consuming zinc sulfate (Table 3).

Table 3. Effect of supplementation with Availa-Zn or Zn sulfate on oxidative stress of broilers

MDA ZnS04 Availa-Zn Pvalue

d10 16.72 15.08 0.007

d28 13.88 14.32 0.678

d36 12.64 12.00 0.140

GPx d 36 0.72 0.60 0.021
Discussion

This study showed that supplementing Zn amino acid complex instead of zinc sulfate improved perfor-
mance during the Starter and Grower periods. Similarly, Saenmahayak et al. (2010) showed that the
partial replacement of Zn sulfate by Zn amino acid complex improved broiler BW and FCR. Supplemen-
tation with Availa-Zn alleviated oxidative stress by decreased plasma MDA levels and reducing GPx
activity. Malondialdehyde is a marker of oxidative stress, and it is the most important end-product in
the chain reaction of lipid peroxidation caused by free radicals. Plasma MDA level in broilers fed Zn
amino acid complex in this study was decreased at the end of the Starter phase. This indicated an
important and beneficial impact of Zn amino acid complex on oxidative status of broilers during the first
critical days after hatch. At market age, differences in plasma MDA were no longer significant, though
supplementation with Zn amino acid complex showed significantly lower plasma GPx activity. This indi-
cated a decreased need for antioxidant activity in birds supplemented with Availa-Zn to maintain the
same oxidative status.

The positive effects of feeding Availa-Zn on performance, intestinal morphology, and antioxidant re-
sponse is explained by the greater bioavailability of this organic trace mineral for overall metabolism.
Gao et al. (2014) and Sauer et al. (2017) demonstrated that Zn amino acid complex is absorbed by an
alternative absorption pathway from inorganic Zn, which is absorbed by intestinal ionic transporters.
Due to the overall amino acid-like structure, Zn amino acid complex is taken up by amino acid trans-
porters. Furthermore, the Zn ion within this amino acid complex is protected from antagonistic factors
in the diet, such as phytic acid and, to some extent, folic acid (Sauer et al., 2017).

Conclusion

Supplemental Zn amino acid complex is more bioavailable, thus, significantly enhanced broiler perfor-
mance during early life. Supplementing Availa-Zn resulted in improved intestinal morphology, as seen
by increased villus length and villus length:crypt depth ratio. A reduction in plasma MDA level and
glutathione peroxidase activity indicated that Availa-Zn supplementation had a positive impact on re-
ducing oxidative stress, compared to supplementation with inorganic zinc sulfate. Availa-Zn improves
gut integrity, reduces inflammation in the gut, and improves oxidative capacity in broilers.
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Abstract

Broiler growth rate and feed efficiency are key to their economic performance through to market, es-
pecially under challenging conditions. Organic acids and their salts_have proved especially effective in
maintaining growth performance. Previous studies on the antimicrobial impact of organic acids and their
salts, including sodium diformate (NDF), have placed less emphasis on the impact of such additives
under sub-optimal poultry production conditions. The objective of this experiment was to evaluate the
impact of dietary sodium diformate in broiler diets until slaughter, against both a negative and positive
control containing an antibiotic growth promoter (AGP). A total of 240 one-day old male broilers
(Ross 308) were randomly allocated to one of 4 treatment diets with 6 replicates of 10 birds each on a
research farm in Iran with historical issues with Gram-negative bacteria, including Sa/monella spp. Ex-
perimental treatments were: negative control; AGP; 2 kg/t and 3 kg/t NDF. Broiler diets were provided
as mash feed ad /ibitum. Body weight, feed intake and FCR as well as EBI were recorded. Data were
analysed and a confidence level of 95% was defined. Growth performance results revealed a positive
impact of the acidifier. Dietary NDF at 2 kg/t of feed tended to improve both body weight gain and feed
efficiency against negative and positive control (AGP), whereas 3 kg/t dietary NDF improved body weight
gain compared to both the control and AGP diets highly significantly, by 8.9% (P<0.001). Since feed
intake was unaffected by diet, FCR was also improved highly significantly, by 0.3% NDF inclusion
(P<0.001) and varied between control (1.87) AGP (1.86) and NDF (1.74). Dietary sodium diformate
improves growth performance in broilers under challenging conditions, not only compared to a negative
control but also compared to an AGP.

Introduction

Animal husbandry suffers from losses due to contamination with pathogenic bacteria. Their resultant
impacts in animals include lower weight gains and increased mortality. Banning the use of in-feed anti-
biotics (AGPs) in livestock, as has happened in the EU and several countries in Asia (China has an-
nounced an AGP-ban for 2020), is well deserved considering their impact on the development of
bacterial resistance, but placed more pressure on animal producers and feed millers. In this context,
organic acids have long been used to counteract Gram-negative pathogenic bacteria in animal feed;
and the beneficial effects of feeding organic acids to monogastric animals on animal performance and
health are well accepted. Potassium diformate for instance, the potassium double-salt of formic acid
(Formi LHS, ADDCON) was approved as the first non-antibiotic growth promoter in pig feed in the
European Union (@verland, 2001; Chowdhury et al., 2008). On the other hand, inclusion of organic
acids or their salts has been known to poultry science for at least 40 years (Vogt et a/., 1981) becoming
common knowledge with routine usage over the intervenning decades. As such, improving broiler per-
formance or hygienic conditions with the aid of organic acids has been reported by many sources (Desai
et al, 2007; Kim et al, 2015; Haq et al., 2017). An important limitation, however, is that organic acids
are rapidly metabolised in the foregut (crop to gizzard) of birds, which reduces their impact on growth
performance. Diformates, and particularly sodium diformate, have been proven to be effective against
pathogenic bacteria, including Sa/monella and E. cof, along the whole gastrointestinal tract (Llckstadt
and Theobald, 2009; Liickstadt et a/, 2012; Kithimann et a/., 2012). The reduced impact of pathogenic
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bacteria on the broiler, as well as the improved gut microflora, which leads to a state of eubiosis (gut
health) in treated chickens, suggests that including sodium diformate in broiler diets will also result in
improved bird performance. Several trials have been carried out over the last decade with the diformate,
documenting the positive effects on broiler performance — and were additionally confirmed using meta-
analysis (Lickstadt, 2013). This was further confirmed by a more recent meta-analysis of NDF-trials
(Luckstddt and Petrovi¢, 2018), which analysed the broiler performance of 11 Eastern European trials
under sub-optimal growth conditions. The two following figures show the magnitude of the acidifier
impact on average daily gain (Figure 1) and feed conversion ratio (Figure 2) from this study.
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Figure 1: Impact of dietary NDF on ADG in percentage difference from control as estimated in 11 studies (modi-
fied after Liickstadt and Petrovi¢, 2018)
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Figure 2: Impact of dietary NDF on FCR in percentage difference from control as estimated in 9 studies (modified
after Lickstadt and Petrovic, 2018)
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However, since broiler production differs from region to region - and since data on the use of acidifiers,
including diformates, in the Middle East are scarce, it was interesting to validate the impact of diformates
in broilers under those conditions. This formed the impetus for the present study with various dosages
of sodium diformate (NDF) in broilers until slaughter.

Material and methods

The objective of this experiment was to evaluate the impact of various dosages of dietary sodium difor-
mate (traded as Formi NDF, Addcon) in broilers under unspecific bacterial challenge until slaughter at
day 42, against both a negative and positive control containing an antibiotic growth promoter (AGP;
Trimethoprim-sulphadiazine). A total of 240 one-day old male broilers (Ross 308) were randomly allo-
cated to one of 4 treatment diets with 6 replicates of 10 birds each on a research farm in Iran. Experi-
mental treatments were: Negative control; AGP; 2 kg/t and 3 kg/t NDF. Broiler diets were provided as
mash feed ad /ibitum. Body weight, feed intake and FCR were recorded and analysed and a confidence
level of 95% was defined; whereas ADG and EBI were calculated pooled. The European Broiler Index,
(EBI), based on the performance parameters weight gain, feed efficiency and mortality is calculated
using the following equation:

EBI = ADG [g] x survival [%] / (10 x FCR)

Results and conclusions

Table 1 displays the performance data of broilers after 42 days of trial period, fed with or without the
additive.

Table 1: Performance parameters in broilers fed with or without sodium diformate until 42 days of age under
bacterially challenged conditions

Negative con- Positive control 0.2% NDF 0.3% NDF
trol (AGP)
Feed intake [g] 3752 3737 3728 3796
Body weight gain [g] 20072 20062 20562 2185°P
Avg. Daily Gain [g/d] 47.8 47.8 49.0 52.0
FCR 1.87° 1.86° 1.82% 1.74°
EBI 256 257 269 299

Means in a row not sharing the same superscript are significantly different (P<0.05)

Feed intake during the 6 week-trial period was unaffected by the diets (Table 1). Performance of birds
from the AGP-fed group remained at the same level as the broilers in the control group. On the other
hand, changes in growth rate as well as feed efficiency were noticeably for the NDF-fed trial groups.
Body weight gain increased only numerically in broilers fed with 0.2% NDF under bacterially challenged
conditions, while FCR tended (P<0.1) to be improved, if compared against the negative- and positive
control. However, performance was highly significantly (P<0.001) increased in birds fed the dietary
sodium diformate at 0.3%. Body weight gain was increased by almost 9% compared to the negative
control and the AGP-group. Similar impacts were noticed for the feed conversion. The FCR was again
significantly improved in the group with 0.3% dietary acidifier usage — by 7.0% and 6.5% against control
and positive control respectively. This may be possibly due to the often-reported impact of acids towards
protein digestibility.

The results described are in full agreement with previously reported data from Liickstadt and Petrovic
(2018), who described similarly enhanced broiler performance in Eastern Europe, when birds were kept
under sub-optimal conditions.
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It can therefore be concluded that dietary sodium diformate, traded as Formi NDF, plays an especially
important role in the nutrition of broilers until slaughter under sub-optimal, bacterially challenged con-
ditions, without the use of prophylactic in-feed antibiotics.
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Abstract

The main goal of the current study was to investigate the effects of feeding low protein (LP) diets on
the composition of excreta of broiler chickens. In total, 288 male Ross 308 day-old chickens were divided
into two dietary treatment groups using six replicate pens with 24 chickens each. Beside methionine,
lysine, threonine and valin, LP diets contained also crystalline isoleucine and arginine. Treatments in-
cluded control diets (C) with 21.3 and 20.4% crude protein in the grower and finisher phase and LP
diets with 19.5% and 18.4 crude protein. On day 24 and 40 representative fresh excreta samples were
collected from each pen and from these representative samples their dry matter, total N, NH*4-N and
uric acid-N contents were determined, and the ratio of urinary N calculated. Low protein diets decreased
the total nitrogen and uric acid contents of excreta significantly. The age of birds had also significant
impact, resulting more reduction in the grower phase compared with the finisher. The proportion of
NH4*-N in the chicken’s excreta was influenced only by the crude protein content of the diets. The ratio
of urinary N in the excreta reflects the N-utilisation of birds, showing higher ration at the end of finisher
phase compared with earlier age. According to these results it is worth to carry out more experiments
that focus on the effects of LP diets in the different phases of fattening.

Introduction

Intensive animal production systems, in particular pig and poultry farming are responsible for the emis-
sion of a significant amount of air pollutants (Sousa et al. 2017). The most emitted gases are carbon
monoxide (CO), carbon dioxide (CO2) and ammonia (Angus et al. 2006). During the metabolism, the
animal is utilizing only the 30-50% of the consumed nitrogen. The excreted part, mainly the urinary N
is the potential source of NH3 emission. Several factor can influence this process, for example the spe-
cies, age, live weight of animals or the protein content and amino acid composition of the diet, the
housing conditions or manure management (Battye et al., 1994). The largest proportion of nitrogen
content of the chicken urine consist of uric acid and ammonia (O'Dell et al. 1960). The decomposition
process of uric acid is carried out by urease enzyme which catalyses the hydrolysis of urea into ammonia
and carbon dioxide in aqueous medium, allowing ammonia volatilization, defined as nitrogen losses to
the atmosphere (Oliveira et al 2003). Several previous studies have shown a reduction in nitrogen
excretion by about 10% with a percentage point decrease in the dietary crude protein (CP) content in
broilers (Belloir et al. 2017). The aim of this study was to evaluate the effect of feeding low protein
diets on the proportion of the different nitrogen compounds of chicken’ excreta at day 24 and 40.

Materials and methods

A total of 288 one-day-old male broilers (Ross 308) were allocated randomly to one of the 12 pens at a
stocking rate of 24 birds per pen (14 bird/m?). Each treatment was replicated 6 times. Chopped wheat
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straw was used as litter material. Three phases fattening was used, starter (0-10 days; mash), grower
(11-24 days; pelleted feed) and finisher (25 — 40 days; pelleted feed). In the starter phase no low
protein diets were fed. The protein content of the control (C) and low protein (LP) diets in the grower
phase were 21 and 20%; in the finisher phase 19.3 and 18%. Ad libitum feed and water were offered
throughout the experiment. The composition and the measured nutrient contents of the experimental
diets are shown in Table 1. and Table 2.

Table 1. Composition of experimental diets (g/kg)

Ingredient Starter Grower Finisher

C LP C LP C
Corn 370 436 409 473 436
Wheat 100 100 100 100 100
Soybean meal 356 113.5 243 77.2 217
Sunflower meal 50.0 150 100 150 100
DDGS corn 30.0 100.0 50.0 100 50.0
Sunflower oil 49.0 56.1 58.8 56.7 61.4
MCP 9.95 5.52 6.80 4.48 5.70
Limestone 18.6 17.3 16.4 16.8 15.8
L-lysine 3.71 8.48 4.06 8.27 3.42
DL-methionine 2.94 2.36 2.12 2.13 1.82
L-threonine 0.87 1.62 0.72 1.54 0.53
L-Valine 0.47 1.07 0.12 0.90 -
L-Isoleucine - 1.17 - 1.32 -
L-Arginine - 0.42 - 0.59 -
Premix 5.00 4.00 4.00 5.00 5.00
Salt 2.85 2.36 2.67 2.35 2.67
Sodium bicarbonate 0.71 0.18 0.64 0.21 0.66
Phytase (Quantum Blue) 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Xylanase (Econase XT25) 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Sum 1000 1000 1000 1000 1000

Table 2: The measured nutrient contents of the experimental diets (%)

Starter Grower Finisher Starter Grower Finisher

C C LP C LP C C LP C LP
AMEn (MJ/kg) 12.65 13.00 | 13.00 | 13.20 | 13.20 M+C 0.96 0.86 | 0.87 | 0.83 | 0.81
Crude protein 23.95 | 21.31 | 19.49 | 20.43 | 18.38 Thr 0.97 0.83 | 0.82 | 0.78 | 0.76
Ca 1.05 0.94 | 0.97 0.9 0.87 Val 1.15 0.99 | 0.95 | 0.94 | 0.90
P 0.75 0.77 | 0.74 | 0.71 0.67 Ile 1.00 0.86 | 0.83 | 0.82 | 0.80
Crude fibre 4.7 5.84 | 6.79 5.99 | 6.44 Leu 1.91 1.71 | 1.54 | 1.64 | 1.49
Crude fat 7.03 8.68 | 8.81 8.01 8.05 Arg 1.63 1.38 | 1.21 | 1.33 | 1.15
Lys 1.47 1.19 1.22 1.11 1.17 Gly 1.01 0.90 | 0.82 | 0.87 | 0.79
Met 0.60 0.53 0.56 | 0.51 0.51 Ser 1.15 0.98 | 0.84 | 0.93 | 0.79
Cys 0.36 0.33 0.31 0.32 | 0.30 | Gly equi 1.83 1.60 | 1.42 | 1.53 | 1.35

Low protein diets in the grower and finisher phase contained less soybean meal and more sunflower
meal and DDGS, compared with the control diets. Beside methionine, lysine, threonine and valin, LP
diets contained also crystalline isoleucine and arginine. On day 24 and 40 about 200g fresh excreta
samples were collected from each pen on nylon foils. Samples were mixed thoroughly were frozen and
stored at -20 C° until further processing. From these samples their dry matter, the total N, NH*4-N and
uric acid-N contents were measured. The urinary N was calculated as the sum of uric acid-N and NH*s-
N as described by O’Dell et al. (1960). Total N was determined according to the official procedure (MSZ
EN ISO 5983-2). The determination of NH*4-N content of the excreta was carried out according to Peters
(2003), the uric acid measurement based on the method of Marquardt et al. (1982). All N parameters
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were adjusted to dry matter basis. The N contents of excreta were analysed by multivariate test of the
general linear model of SPSS 22.0 software. Differences were considered significant at a level of P <
0.05.

Results

The dry matter content of the excreta was not influenced by the treatments (Table 3.). According to
the literature data LP diets can increase the dry matter content of the excreta and manure because of
the lower water intake and urine excretion. It was not the case in this trial. As expected, feeding LP
diets decreased the total N-content of excreta. The age of birds had also significant effect. The N-
content of excreta decreased in the finisher phase, compared with the grower. The effect of LP diets
was more significant in the grower phase. The reduction in total N was 40% in this phase and 22% in
the finisher period. Similar rends and significant differences were true for the uric acid contents. The
amount of NH4*-N was influenced only by the protein content of diets. LP diets also decreased this
parameter. The percentage of the urinary N in the excreta was influenced only by the age. In the finisher
phase the ratio of urinary N increased significantly, compared with the grower phase. The reason for
the different trends in the uric acid content and the urinary N percentage of excreta between the two
phases is, that since finisher diets contain less protein, the amount of all the excreted N compounds
decrease, but due to the worse N-retention in the finisher phase the ratio of the excreted N via urine is
higher.

Table 3: The amount of the total-N, NH*4-N, uric acid-N and the proportion of the calculated urinary-N and dry
matter content of the excreta.

Treatments mgger Total-N NH*4-N uricacid N | calculated urinary N
% mg/g %
24 C 16.18 46.698 3.862 15.336 41.826
LP 16.991 28.244 2.588 9.526 42.686
440 C 16.813 32.252 3.467 11.437 46.509
LP 18.090 25.496 2.678 8.990 46.297
Effect of the diet
Diet C 16.496 39.4752 3.664° 13.386° 44.167
LP 17.54 26.87° 2.633P 9,258 44.491
Effect of age
Age d24 16.585 37.4712 3.225 12.4312 42.256P
d40 17.451 28.874b 3.072 10.214b 46.4032
Pooled SEM 0.378 2.129 0.164 0.639 0.921
p-values
Diet 0.179 0.000 0.001 0.000 0.854
Age 0.262 0.005 0.561 0.012 0.027
Age x Diet 0.760 0.045 0.359 0.048 0.761
Discussion

Ammonia emission of poultry production is a real concern for all EU member countries and introduction
of the best available practices (BAT) are crucial in the reduction. Nutrition has a big potential and feeding
low protein diets is one of the most effective options. The main goal in this aspect to find out the rate
of protein reduction such a way that it does not affect negatively the production traits and can even
decrease the feed costs (Belloir et al., 2015). In the case of broilers, 2% protein reduction can be
achieved without impacts on the production results and 1% decrease in the diet can result about 10%
decrease in the N-excretion and ammonia emission (Dublecz et al. 2019).

The results of the present study prove that not only the dietary factors, but also the age of birds influ-
ence the composition of the broiler’s excreta. The reduction in the nitrogen content of the excreta
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decreased by 40% and 22% at day 24 and 40 respectively, which shows higher potential in the grower
phase. Interestingly the reduced N and uric acid contents of excreta of LP diets were close to each other
in both phases. It was the reason for the age x diet interaction in the statistics. According to our results,
feeding LP diets not necessarily modify the dry matter content of excreta. The urinary N ratio of excreta
reflecting the differences in the N utilisation of broiler chickens at different age categories.
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Abstract

The current study evaluated the effects of a microbial muramidase (Balancius™, DSM Nutritional Prod-
ucts) on growth performance in broilers. Two wheat-, maize-, soybean-based experimental diets with
different protein levels and different protein digestibility were produced with or without addition of
microbial muramidase (Starter and Grower 35.000 LSU(F)/kg, Finisher 25.000 LSU(F)/kg). The diets
were fed to broilers for 35 days. An ANOVA was conducted to identify possible treatment effects.
Overall, Balancius™ supplementation increased body weight gain by 3 % and decreased feed conversion
ratio (p < 0.05) in low and high crude protein level diets by 3 points. Adding microbial muramidase to
broiler diets can therefore improve the gastrointestinal functionality.

Einleitung

Neben den biologischen Leistungen ist die stetige Verbesserung des Tierwohls und der Nachhaltigkeit
eine standige Herausforderung fiir die moderne Geflligelfiitterung. In diesem Zusammenhang ist der
Einsatz von Enzymen und Enzymkombinationen bewahrte Praxis. Das umfangreiche Spektrum an Enzy-
men als Futterzusatzstoffe zielt dabei auf die Verbesserung der Nahrstoffverfiigbarkeit von Futtermitteln
und/oder der Darmgesundheit und Darmmikrobiota (Jozefiak et al., 2010; Bedford und Cowieson, 2012;
Kiarie et al., 2013). Insbesondere Phytasen, Glukanasen, Xylanasen, Hemi-Zellulasen (Adeola und Co-
wieson, 2011; Dersjant -Li et al., 2015) und Proteasen (Cowieson und Roos, 2016) sind dabei zu nennen.
Zu den bisher auf den Markt befindlichen Enzymen ist seit Juni 2019 eine Muramidase hinzugekommen.
Sie hydrolysiert Peptidoglykane aus dem Zellwandmaterial abgestorbener Bakterienzellen und lasst sich
deshalb nicht in die bisherigen Enzym-Kategorien einordnen. Aktuell ist sie flir Masthiihner, Puten, Jung-
hennen und Gefliigel mit geringer wirtschaftlicher Bedeutung zugelassen.

Muramidase, auch N-Acetylmuramidase genannt, ist ein Glykosid-hydrolysierendes Enzym, das die -
1,4 glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetylmuraminsaure und N-Acetyl-Glucosamin in der Kohlen-
hydrat-struktur von bakteriellen Peptidoglykanen (PGN) spaltet. PGN sind Makromolekiile aus Zuckern
und Aminosaduren, die neben ihrer B-1,4-glykosidischen Bindung durch Peptidverbindungen eine netz-
artige Struktur aufweisen. Diese Netzstruktur umgibt das gesamte Bakterium und halt es so gegen den
osmotischen Innendruck zusammen. Die Zellwande von grampositiven Bakterien bestehen zu ca. 90 %
und die von gramnegativen Bakterien zu ca. 10 % aus PGN. Bei jeder Zellteilung und aus den Zellwan-
den abgestorbener Bakterien werden diese PGN freigesetzt. Da bei monogastrischen Tieren der Anteil
grampositiver Bakterien mit ca. 75 % Uberwiegt, kdnnen bei Hiihnern die Zellwandfragmente bis zu 30
% der gesamten bakteriellen Masse ausmachen.
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Durch Anhaftung von Peptidoglykanen an die Darmwand verringert sich die Absorptionsflache, was
grundsatzlich die Gesamtverdaulichkeit beeintrachtigt. Des Weiteren werden PGN vom Immunsystem
als Signal fiir kérperfremde Stoffe erkannt und dadurch entsprechende Immunreaktionen ausgeldst.
Diese mdgliche Interaktion der PGN mit der Darmschleimhaut und deren pro-inflammatorische Wirkung
auf den Dinndarm wurde von verschiedenen Autoren beschrieben (Kyburz et al., 2003; Linskens et al.,
2001; Mayer, 2012; Traub et al., 2006; Wheeler et al., 2014). Demgegeniiber wurde von den wesentli-
chen Abbauprodukten der PGN (Muropeptide) berichtet, dass diese die Auspragung und Art von Ent-
zlindungsreaktionen im Verdauungstrakt verschiedener Spezies verandern (Traub et al., 2006).
Muramidasen wurden in unterschiedlichen Tiersekreten, Pflanzen oder Mikroorganismen nachgewiesen
(Lichtenberg et al., 2017). Am bekanntesten ist das reichhaltig im Hihnereiwei3 (HEW) vorhandene
HEW-Lysozym. Daher stellt der Einsatz einer mikrobiellen Muramidase im Futter keine neuartige en-
zymatische Exposition fiir die Tiere dar. Die im vorgestellten Experiment verwendete mikrobielle Mura-
midase wirkt ausschlieBlich auf abgestorbene Zellwandfragmente (Pedersen, 2019).

In der nachfolgend beschriebenen Studie sollte die Wirkung einer Muramidasezulage bei Masthiihnern
auf die biologischen Leistungen untersucht werden. Durch die Erh6hung des Anteils unverdaulichen
Rohproteins und einer Anderung der Rohstoffkomponenten sollte die Wirkung der Muramidase bei ei-
nem zusatzlichen futterinduzierten Stressfaktor untersucht werden.

Material und Methoden

Die Studie wurde im Poultry Research & Innovation Center in Emmen (NL) durchgefiihrt. Insgesamt
wurden 1104 mannliche Ross 308 Broiler fiir 4 Behandlungsgruppen mit jeweils 12 Wiederholungen auf
48 Abteile verteilt. Der Versuchszeitraum betrug 35 Haltungstage. Alle Fltterungsvarianten wurden mit
einheitlichen Energiekonzentrationen (Starter: 12,7 MJ/kg ME, Mast: 13,0 MJ/kg ME, Endmast: 13,3
MJ]/kg ME) und einheitlichen Gehalten an verdaulichen essentiellen Aminosauren inklusive Valin (SID
Lysin Gehalt in g/kg OS: Starter; 11,3; Mast: 10,4; Endmast; 9,7), inklusive einer Phytase und einer
Xylanase hergestellt.

Unterschiedliche Rohproteinniveaus wurden durch Austausch von Sonnenblumenschrot mit Rapsextrak-
tionsschrot erreicht (siehe Tabelle 1). Zusatzlich wurde bei der proteinreduzierten Ration eine Protease
zur Verbesserung der Proteinverdaulichkeit eingesetzt.

Wasser und Futter stand den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Als Einstreumaterial wurden Hobelspane
verwendet. Das Licht- und Haltungsprogramm entsprach der gangigen Praxis. Alle Tiere wurden gegen
Gumboro und gegen Kokzidiose geimpft.

Tabelle 1: Ubersicht zu Rohproteingehalten in den Fiitterungsvarianten

proteinreduziert proteinreich
Starterfutter (Tag 1-10) 20,0 % 21,0 %
Mastfutter (Tag 10-28) 18,7 % 19,8 %
Endmastfutter (Tag 29-35) 17,7 % 19,0 %

Die mikrobielle Muramidase Balancius™ wurde in den Versuchsgruppen im Starter- und Mastfutter mit
35.000 LSU/kg und im Endmastfutter mit 25.000 LSU/kg on Top zugelegt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA. Signifikante Gruppenunterschiede wurden anhand
des Tukey-Tests identifiziert. Das Signifikanzniveau lag bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05.

Ergebnisse und Diskussion

Die Variation der Proteinversorgung zeigte in der vorliegenden Studie einen tendenziellen Effekt auf die
biologischen Leistungen in den verschiedenen Gruppen (siehe Tabelle 2).
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In der Gruppe mit der proteinreduzierten Diat war ein Effekt der Balancius™ Zulage besonders deutlich
sichtbar. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Tiere am Schlachttag durchschnittlich 100 g schwe-
rer als in der gleichaltrigen Kontrollgruppe. Gleichzeitig war in der Balancius™ Gruppe die Futterverwer-
tung signifikant um durchschnittlich 4 Punkte gegentiber der Kontrollgruppe verbessert (siehe Tabelle
2).

Tabelle 2: Effekte einer mikrobiellen Muramidase auf Leistungsparameter von Masthiihnern bei unterschiedlicher
Futterzusammensetzung

proteinreduziert proteinreich
Kontrolle Balancius™ Kontrolle Balancius™

Schlachtgewicht Tag 35 (g) 21158b 22182 2080 2118¢b
Tageszunahme (g/d)! 59.2a 62.12 58.2b 59.3%
Futteraufnahme (g/d) 89.5% 91.3° 86.1P 86.720
Futterverwertung (kg/kg) 1.512 1.47b 1.48% 1.46°P
FvW 25002 1,587 1,526 1,564 1,536

! abziiglich Kiikengewicht bei Einstallung (p =0.05)

2 Formel=FvW-(Lebendgewicht in g-2500)/50/100

In der Variante mit der proteinreichen Diat war der Effekt durch die Balancius™ Zulage hinsichtlich
Gewichtsentwicklung und Futterverwertung ebenfalls deutlich, wenn auch nicht signifikant, erkennbar.
Die durchschnittliche Masttagszunahme erhéhte sich bei Zulage der Muramidase um ca. 1 g/Tier/Tag
und der Futteraufwand verbesserte sich um 20 g je kg Lebendmasse.

Hinsichtlich des Verlustgeschehens zeigten sich keine gerichteten Unterschiede zwischen den Behand-
lungsgruppen. Durchschnittlich betrugen die Verluste im gesamten Haltungsverlauf einschlieBlich Selek-
tionen 3,7 %, davon 1,2 % in der ersten Haltungswoche.

Tierwohlparameter, wie Einstreubeschaffenheit und FuBballengesundheit, wurden im Rahmen dieses
Versuches ebenfalls erfasst. Hinsichtlich dieser Kriterien war der gesamte Bestand sehr gut und es zeig-
ten sich keine gerichteten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.

In Tabelle 3 ist der reine Effekt der Balancius™ Zulage auf die tierischen Leistungen dargestellt. Die
Tageszunahme erhohte sich signifikant um durchschnittlich 2g/Tier und die Futterverwertung verbes-
serte sich um 30 g Futter je kg Lebendmasse signifikant durch die Zulage von Balancius™. Hinsichtlich
der Futteraufnahme war keine Veranderung durch die Muramidasezulage erkennbar.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Wirkung einer Muramidasezulage

Kontrolle Balancius™
Schlachtgewicht Tag 35 (g) 20982 2168P
Tageszunahme (g/d)! 58.72 60.7°
Futteraufnahme (g/d) 87.8 89.0
Futterverwertung (kg/kg) 1.50° 1.472
1 abzuiglich Kiikengewicht bei Einstallung (p £0.05)

Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Zugabe von mikrobieller Muramidase bei den
empfohlenen Dosierungen bei unterschiedlichsten Rezepturzusammensetzungen zu signifikanten Ver-
besserungen der taglichen Zunahme und der Futterverwertung von Masthiihnern fiihrt. Die Ergebnisse
stimmen mit den Resultaten einer Vielzahl von dhnlichen Untersuchungen und Erfahrungen beim Pra-
xiseinsatz Uiberein. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Effekte aus einer besseren Nahr-
stoffabsorption sowie einer verbesserten gastro-intestinalen Funktionalitdt der Masthihner resultieren.
Balancius™ stellt damit eine neue Zusatzstoffklasse fiir eine nachhaltigere und wirtschaftlichere Hahn-
chenmast dar.
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Abstract

The aim of the present study was to compare the effects of a competitive exclusion product (Broilact®)
and a symbiotic mixture of Badcillus subtifis, inulin and yeast (Saccharomyces cerevisiae boulardii) on the
concentration of different nitrogen-forms in the excreta of broiler chickens. A total of 432 ROSS 308
one-day-old male broiler chickens were randomly allocated into three treatment groups. Dietary treat-
ments included a control group, a Broilact® and a symbiotic mixture group. Each treatment had 6
replicate floor pens with 24 chickens per pen. At the end of the trial (on day 40) about 200 g repre-
sentative fresh excreta samples were collected from each pen and their dry matter, total N, NH4*-N and
uric acid-N contents were determined. Both Broilact® and symbiotic treatment resulted in significantly
lower concentration of uric acid-N in the excreta compared to the control group. In addition, the calcu-
lated urinary N content of excreta in the symbiotic group was significantly lower than in the control
group. The diet containing symbiotic additive increased the proportion of faecal N while it decreased
the proportion of uric acid-N and calculated urinary N in comparison with the control group. Similar
trends were observed for the Broilact® group, however, the differences compared to the control group
were not significant. It seems from our results, that the co-administration of probiotic bacteria, yeast
and prebiotics may result in a higher efficacy in reducing the content of uric acid and urinary N in broiler
excreta compared to the application of mixture of gut bacteria.

Introduction

Ammonia is the most important pollutant generated in poultry production. Uric acid is the major nitrogen
containing molecule of urine and its microbial catabolism is mainly responsible for NH3 emissions from
poultry (Mi et al., 2011). Various feeding solutions and dietary manipulation of the intestinal microflora
can reduce the uric acid content of the excreta, which directly affects NHs formation (Mottet and Tempio,
2017). Probiotics may reduce the microbial fermentation of proteins, which results in decreased ammo-
nia content in the gut lumen. Reducing intestinal pH as a result of dietary administration of probiotics
can inhibit the transformation of ammonium nitrogen into NHs gas (Mi et al., 2019). The supplementa-
tion of probiotics in feed such as Bacillus subtilis helps in decreasing the urease activity of microbes in
the small intestine and the concentration of non-protein nitrogen, uric acid and ammonia in the excreta.
(Dhama et al., 2008). In addition to probiotics, different prebiotics, like inulin and yeast have the ability
to reduce the ratio of urinary N : faecal N and decrease NHs production (Lynch et al., 2007; Kim et al.,
2007). However, there is no information about a lot of products containing complex intestinal microbiota
concerning their effects on the different nitrogen-containing compounds of excreta. Therefore, the aim
of the present study was to compare the effects of a competitive exclusion product (Broilact®) and a
symbiotic mixture of a probiotic bacterial strain, inulin and yeast on the concentration of different nitro-
gen-forms in the excreta of broiler chickens.
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Materials and methods

A total of 432 ROSS 308 one-day-old male broiler chickens were randomly allocated into three treatment
groups. Each treatment had 6 replicate floor pens with 24 chickens per pen. Three phases fattening
was used, starter (0-10 days; mash), grower (11-24 days; pelleted feed) and finisher (25 — 40 days;
pelleted feed). Feed and water were available ad /ibitum. A maize-soybean-based basal diet was fed in
the control group (C). In the 2™ group (Br), birds were fed the basal diet and the product Broilact®
was given during the first two days to the chickens via crop inoculation, two times at 1.25x10” CFU/0.5
ml dosage. The basal diet was supplemented with a symbiotic additive mixture in the 3 group (Sy).
The product Broilact® (Europharmavet Ltd., Hungary) is a refined gut microbiota derived from a healthy
adult hen and screened to ensure the absence of specific pathogens (Nurmi et al., 1987). The symbiotic
additive contained three products: Bacillus subtilis, DSM17299 bacterial strain (1.6x10° CFU/g; GalliPro®
200, Biochem GmbH, Germany), inulin (Orafti® HSI, Beneo GmbH, Belgium) and yeast (Saccharomyces
cerevisiae boulardii, 1x10° CFU/kg diet; Levucell SB20, Lallemand GmbH., Austria). The nutrient content
of diets met the requirements of Ross 308 broiler chickens (Aviagen, 2019). The composition of exper-
imental diets is shown in Table 1. Computer controlled housing and climatic conditions were maintained
during the trial according to the breeder suggestions (Aviagen, 2019).

Table 1: Composition of experimental diets (g/kg)

Ingredients Starter Grower Finisher
C/Br Sy C/Br Sy C/Br Sy
Maize 425 420 488 482 545 540
Extr. soybean meal 464 464 412 412 358 358
Sunflower oil 56 56 58 58 55 55
Limestone 18 18 15 15 14 14
MCP 16 16 15 15 14 14
Salt 3 3 3 3 3 3
Sodium bicarbonate 1 1 1 1 1 1
L-Lysine 2 2 1 1 1 1
DL-Methionine 4 4 3 3 3 3
L-Threonine - - 1 1 0,5 0,5
Premix 5 5 5 5 5 5
Phytase (Quantum Blue) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Xylanase (Econase XT) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Probiotic (GalliPro® 200) - 0.4 - 0.4 - 0.4
Inulin (Orafti® HSI) - 5.0 - 5.0 - 5.0
Yeast (Levucell SB20) - 0.05 - 0.05 - 0.10
Sum 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Abbreviations: C - group (basal Br - Broilact® group (basal diet);

Sy — basal diet supplemented with the symbiotic mixture of Bacillus subtifis, inulin and yeast

At the end of the trial (on day 40) about 200 g representative fresh excreta samples were collected
from each pen on nylon foils. Samples were mixed thoroughly, freezed and stored at -20 C° until further
processing. From these samples their dry matter, total N, NH4*-N and uric acid-N contents were deter-
mined. The urinary N was calculated as the sum of uric acid-N and NH*4-N as described by O’Dell et al.
(1960). Total N was determined according to the official procedure (MSZ EN ISO 5983-2). The determi-
nation of NH*4-N content of the excreta was carried out according to Peters (2003), the uric acid meas-
urement based on the method of Marquardt et al. (1982). All N parameters were adjusted to dry matter
basis. Data were analysed by one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc test using the software
package SPSS (IBM SPSS Version 24.0). Differences between means at p < 0.05 were considered as
significant.
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Results

Both Broilact® and symbiotic treatment resulted in significantly lower concentration of uric acid-N in
the excreta compared to the control group (Table 2). In addition, the calculated urinary N content of
excreta in the symbiotic group was significantly lower than in the control group. The diet containing
symbiotic additive increased the proportion of faecal N while it decreased the proportion of uric acid-N
and calculated urinary N in comparison with the control group (Table 3). Similar trends were observed
for the Broilact® group, however, the differences compared to the control group were not significant.
No significant differences were found between other parameters (p=0,05).

Table 2: The amount of nitrogen forms in the excreta

urinary N .
Treatment total N faecal N NH*+N | uric acid-N calculated urinary N
mg/g
Control 45.423 24.064 3.819 19.5412 23.356°
Broilact 48.368 30.032 3.732 14.604° 18.336%
Symbiotic 50.21 34.992 2.587 12.629° 15.217°
| Pooled SEM 2.131 2.343 0.353 0.889 1,048
p-values 0.679 0.165 0.299 0.001 0.001

3 Means with different superscripts in a column indicate significant differences

Table 3: Proportions of nitrogen forms in excreta

Treatment faecal N NH N ur|n|ary Nuric acid-N calculated urinary N
%
Control 53.268° 8.511 38.22° 46.7312
Broilact 60.112%° 7.933 31.954% 39.8872
Symbiotic 69.165° 5.508 25.326° 30.834°
Pooled SEM 2.619 0.756 2.235 2619
p-values 0.034 0.239 0.052 0.034

3 Means with different superscripts in a column indicate significant differences

Discussion

Adverse effects of NH3 produced in livestock facilities is a great concern from the point of view of animal
and human health, as well as the efficiency of production. The microbial breakdown of uric acid is the
major source of NHs formation in poultry manure. Therefore, the concentration of uric acid-N of excreta
can be a reliable parameter to estimate the production of NHs. Dietary manipulation of microbiom bal-
ance of the gut could be an effective solution to reduce urinary N content. In our study, both Broilact®
and the symbiotic mixture used was effective in reducing the concentration of uric acid-N in broiler
excreta compared to the control group that could lead to lower NH3 emission from manure. As far as
we know, this type of effect of Broilact® was shown in our experiment for the first time. Broilact®
contains a refined mixture of gut bacteria which works on the basis of competitive exclusion mechanism
(Nurmi et al., 1987). However, the supplementation of basal diet with the symbiotic mixture of Bacillus
subtilis, inulin and yeast (Saccharomyces cerevisiae boulardii) resulted in a more efficient reduction of
uric acid-N and calculated urinary N content. Bacillus subtilis was one of the three probiotics that showed
the best inhibitory effect on NHs production in the study of Mi et al. (2019). Also, Santoso et al. (1999)
observed that dietary supplementation of dried Bacillus subtilis culture (DBSC) significantly reduced the
amount of NH3 gas maybe via suppressing the urease-producing microflora. Furthermore, supplemen-
tation of Bacillus subtifis in diets of ducks decreased serum ammonia and blood uric acid levels in the
study of Li et al. (2011). Previous experiments have also proved that the other components of the
symbiotic mixture, inulin and yeast are able to reduce NHs production (Lynch et al., 2007; Kim et al.,
2007). Our results suggest that the prebiotic inulin and the yeast Saccharomyces cerevisiae boulardii
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supported Bacillus subtifisin reducing the content of uric acid and calculated urinary N in broiler excreta.
It can be concluded from our results, that the co-administration of a probiotic bacterial strain and yeast
with a prebiotic additive may result in a higher efficacy in reducing the content of uric acid and urinary
N in broiler excreta compared to the application of mixture of gut bacteria.
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Phytase 4a19 und Xylanase 4a8 ermadglichen stark Energie und
P-reduzierte Broilerfiitterung ohne Risiko fiir Leistung und Kno-
chenqualitat

Phytase 4a19 and Xylanase 4a8 enable highly energy and P-reduced broiler
feeding without the risk of performance loss or decreased bone quality

Iris Kroger!, Rob ten Doeschate?, Marieke van Hout?

1 Dr. Eckel Animal Nutrition GmbH & Co. KG, Niederzissen, DE
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Abstract

Preserving natural P-resources and reducing emissions into the environment is a goal for modern animal
nutrition. Efficient phytases and xylanases can release nutrients, allowing energy and P-reduced feeding
without the risk of nutrient deficiencies and low performance. In this study we determined whether
phytase 4al19 in low and high dosage or in combination with xylanase 4a8 counteracts negative effects
of a P-deficient and energy reduced diet on performance and bone parameters.

To test these effects, 350 Cobb broiler were fed a diet meeting nutrient requirements without enzyme
supplementation or a diet reduced in phosphorus and energy. This diet was supplemented with phytase
4a19 (Quantum® Blue) at 500 FTU/kg or 1500 FTU/kg, xylanase 4a8 (Econase® XT) at 16.000 BXU/kg
or a combination of both enzymes. Body weight, corrected FCR and bone quality were determined at
the end of the trial. Results showed no negative impact of the P-deficiency in the 500FTU/kg group. In
the 1500 FTU/kg group, end weight was improved by 360 g compared to the control group. Application
of both enzymes further improved performance in terms of weight gain and FCR.

Results confirmed that phytase 4a19 and xylanase 4a8 allow the reduction of energy and P in broiler
diets without negative effects on bone parameters and performance. At higher doses, phytase 4a19
results in better performance even in P-deficient diets. A combination of both enzymes further increased
birds’ performance. Clearly, phytase 4a19 and xylanase 4a8 can help to preserve resources and reduce
emissions.

Einleitung

Phosphorreduzierte Fiitterungskonzepte sind ein wichtiger Baustein der modernen Tierernahrung, da
sie effektiv zum Schutz der Umwelt beitragen. Werden durch nahrstoffreduzierte Flitterungskonzepte
natirliche Ressourcen geschont, werden gleichzeitig Emissionen verringert. Zugleich miissen
nahrstoffreduzierte Fltterungskonzepte jedoch sicherstellen, dass die Tiere mit allen nétigen
Nahrstoffen versorgt werden. Ein vielversprechender Ansatz zur Reduzierung des Nahrstoffgehalts im
Geflligelfutter ist der Einsatz leistungsstarker Phytasen. Die Phytase 4al9 zeichnet sich gegeniber
anderen Phytasen durch eine gute pH- und Pepsinstabilitdit sowie hohe Substrataffinitdt und
Reaktionsgeschwindigkeit aus (Menezes-Blackburn et al., 2015). So wird Phytat effektiv gespalten und
die Verfiigbarkeit des phytatgebundenen Phosphors wird wesentlich erhéht.

Daher ist es durch den Einsatz der Phytase 4a19 mdglich, den P-Gehalt im Futter deutlich abzusenken
und das Tier trotzdem bedarfsgerecht zu versorgen (Manner et al., 2013). Durch die niedrigere Menge
an Phosphor sinkt insgesamt auch die P-Belastung der Umwelt. Dies erleichtert es Produzenten, die
neuen Regelungen zur Reduzierung der Nahrstoffemissionen einzuhalten.

Zudem bindet Phytat neben Phosphor andere Mineralstoffe und Nahrstoffe wie zum Beispiel Calcium
und Starke (Luttrell, 1993). Daher lasst sich durch die Phytase 4a19, der Calcium und Energiegehalt im
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Futter effektiv absenken, um Futterkosten einzusparen. Der Einsatz von Xylanasen kann die Leistung
und Nahrstoffverdaulichkeit bei Broilern méglicherweise zusatzlich verbessern. Dennoch stellt sich bei
starker P- und Energiereduktion im Futter berechtigterweise Frage, ob LeistungseinbuBen durch
schlechtere Zunahmen oder eine verschlechterte Knochenqualitat zu befiirchten sind.

Ziel dieser Studie war es daher zu ermitteln, ob die starke P-Reduktion durch Einsatz der Phytase 4a19
in der Standarddosierung ohne LeistungseinbuBen méglich ist. Zusatzlich wurde untersucht, wie sich
die Supplementierung mit Xylanase 4a8 als Einzelenzym oder in Kombination mit Phytase 4al9 auf
Leistung und Knochenqualitat auswirkt.

Material und Methoden

In der Studie wurden 350 ménnliche Cobb 500 Broiler in sieben Fiitterungsgruppen aufgeteilt. Die Broiler
der Kontrollgruppe wurden mit einer bedarfsgerechten weizen-, mais- und sojabasierten Ration mit
einem Phosphorgehalt von 0,7% gefiittert (PK), die keine Phytase enthielt. Die Broiler wurden zweipha-
sig ad libitum gefiittert (Starter: Tag 0-14 und Grower Tag 15-35). Diese stark P-reduzierten Rationen
der Behandlungsgruppen (NK) enthielten 0,5 und 0,4% Gesamtphosphor und lagen damit unter den
von der neuen Diingeverordnung vorgeschriebenen Werten zur P-reduzierten Fiitterung. Des Weiteren
enthielten die Rationen der NK-Gruppen weniger Calcium und Energie als die Ration der Kontrollgruppe
(Tabellel). Die NK-Rationen wurden mit 500 FTU/kg (QB500) und 1500 FTU/kg (QB1500) der Phytase
Quantum® Blue oder mit 16.000 BXU/kg der Xylanase Econase® XT (EXT) sowie der Kombination beider
Enzyme in beiden Phytasedosierungen (EXT/QB500; EXT/QB1500) supplementiert.

Die Phosphor- und Energieabsenkung der Behandlungsgruppen entsprach mindestens der angegebenen
Freisetzungskapazitdt (Matrixwerte; AB Vista) von 1500 FTU/kg Quantum® Blue. Zu Versuchsbeginn
sowie an Tag 35 wurden die Futteraufnahme und das Kérpergewicht gemessen, um die Gewichtszu-
nahme und korrigierte FCR (korrFCR) der Broiler zu bestimmen. An Tag 35 wurden 12 Broiler pro Be-
handlungsgruppe euthanasiert, um die Knochenqualitat (Tibiaaschegewicht und P-Gehalt der Tibia) zu
bestimmen.

Tabelle 1: Futterzusammensetzung der Rationen

Fltterungsgruppe
Rationsbestandteile Starter Grower

Kontrolle Negativkontrollen Kontrolle Negativkontrollen
Weizen (%) 40,9 46,3 43,2 49,5
Sojaschrot 36,2 34,5 32,2 30,2
Mais (%) 10,0 10,0 10,0 10,0
Fett (%) 8,55 56,0 10,0 6,8
Monocalciumphosphat (%) 1,42 0,50 1,06 0,13
Kalk (%) 1,47 1,56 1,50 1,36
Andere! 1,49 1,51 1,82 1,86
Inhaltsstoffe
Protein (%) 22,0 22,0 20,5 20,5
Energie (ME; MJ/kg) 12,6 12,2 (-0,4) 13,0 12,6 (-0,4)
Calcium (%) 0,90 0,80 (-0,10) 0,85 0,65 (-0,20)
Gesamtphosphor (%) 0,70 0,50 0,60 0,40
Verfligharer Phosphor (%) 0,48 0,25 (-0,23) 0,41 0,22 (-0,19)
Methionin+Cystein (%) 0,94 0,94 0,91 0,91
Lysin (%) 1,24 1,24 1,18 1,18

lvitamine, Mineralstoffe, Spurenelemente, Aminosauren
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Ergebnisse

Die Nahrstoffreduktion ohne Enzym fiihrte im Vergleich zur bedarfsgerechten Fiitterung zu einer 261 g
schlechteren Zunahme und einer um 16 Punkte schlechteren Futterverwertung. Bei Phytasefitterung in
der Standarddosierung lagen beide Leistungsparameter auf gleichem Niveau wie die bedarfsgerechte
Flitterung. Die hohe Phytasedosierung erhéhte die Zunahme signifikant um 360 g gegeniiber der be-
darfsgerechten Fiitterung. Durch die Supplementierung mit Xylanase konnten die Leistungsparameter
wie erwartet nicht das Niveau der Positivkontrolle erreichen. Mit der Kombination beider Enzyme wurden
jedoch sowohl héhere Zunahmen als auch verbesserte korrigierte FCRs im Vergleich zur Positivkontrolle
erzielt. Hier zeigte die Gruppe EXT/QB1500 die besten Leistungsparameter (Abb.1).

115%
Zunahme [g] m korr. FCR
110%
S 0
§, 105%
X 100%
1
N 95% - N
2 90% 0 IN g =l © g ® o B o =
‘D () N ™ (=38 N [o0] © —
2 S~ OB TR SR GRS BE 2 B
S 85% N oM M " R YN
> P! ~—
0o}
80% -
PC NK QB500 QB1500 EXT EXT/ EXT/
QB500 QB1500

Abbildung 1: Effekte von Phytase 4a19 und Xylanase 4a8 auf Leistungsparameter bei Broilern (a-b, p<0,05; A-F,
p<0,10)

Auch die Knochenqualitdt wurde durch die Nahrstoffreduktion in der Ration negativ beeinflusst. So ver-
schlechterten sich der Aschegehalt und der P-Gehalt der Tibia durch die Nahrstoffreduktion um 140
beziehungsweise 29 g. Durch die Xylanase konnten die negativen Auswirkungen der Nahrstoffreduktion
auf die Knochenparameter wie erwartet nicht ausgeglichen werden. In allen Gruppen mit Phytase ver-
besserten sich die Knochenwerte auf das Niveau der bedarfsgerecht gefiitterten Kontrollgruppe.
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Abbildung 2: Effekte von Phytase 4a19 und Xylanase 4a8 auf Knochenparameter bei Broilern (p<0,05)
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Diskussion

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob eine starke Reduktion von Energie und Phosphor im Futter
ohne LeistungseinbuBen durch den Einsatz von Phytase 4a19 (Quantum® Blue), Xylanase 4a8
(Econase® XT) oder der Kombination beider Enzyme maglich ist. Wie erwartet fiihrte die Reduktion des
Energie- und P-Gehalts ohne den Einsatz von Enzymen zu einer deutlich verschlechterten Leistung und
Knochenqualitdt. Obwohl die P-Gehalte deutlich unter den durch die Diingeverordnung vorgeschriebe-
nen Werten fiir die P-reduzierte Fiitterung lagen, glich die Phytase 4a19 den induzierten Nahrstoffman-
gel bereits in der Standarddosierung aus. Dies war mit dem ausschlieBlichen Einsatz von Xylanase 4a8
nicht mdglich. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der P-Gehalt in Broilerrationen durch Einsatz der
Phytase 4a19 in der Standarddosierung unter die vorgeschriebenen Werte fiir P-reduzierte Fitterung
abgesenkt werden kann, ohne dass es zu negativen Auswirkungen auf Leistung und Knochenqualitat
kommt.

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine hohe Dosierung von Quantum® Blue selbst bei starker P-Re-
duktion zu einer Leistungssteigerung gegeniiber bedarfsgerechter Fitterung fiihrt. Wie von Walk et al.
(2014) beschrieben, kdnnen durch hochdosierte Phytasen bessere Mastleistungen erzielt werden. Der
Grund ist, dass bei Einsatz hoherer Phytasedosierungen eine starkere Nahrstofffreisetzung erzielt und
antinutritive Effekte entfernt werden. Im vorliegenden Versuch duBerte sich dies in einem héheren Mas-
tendgewicht der Broiler trotz stark P-reduzierter Fiitterung. Die Menge an Gesamtphosphor, die pro
Kilogramm Zunahme bendétigt wurde konnte bei hochdosiertem Einsatz der Phytase 4a19 um 2,88 g
(32%) reduziert werden. Bei gleichzeitigem Einsatz der Xylanase 4a8 konnte der Gesamtphosphor sogar
um 35% reduziert werden. Dies unterstreicht das Potenzial der Phytase 4a19 und der Xylanase 4a8, P-
Emissionen bei gleichzeitiger Verbesserung der Mastleistungen wesentlich zu reduzieren. Die Kombina-
tion beider Enzyme verbesserte zusatzlich die Leistungsparameter und damit die Profitabilitat.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass bereits durch den Einsatz von Phytase 4al9 in der Stan-
darddosierung eine wesentliche Reduktion von Phosphor und Energie in der Ration ohne negative Aus-
wirkungen auf Leistung und Knochen maglich ist. Hohere Dosierungen der Phytase 4al9 fiihren trotz
nahrstoffreduzierter Fltterung zu einer deutlichen Steigerung des Mastendgewichts. Insgesamt wurde
die Menge an Gesamtphosphor, die pro kg Zunahme nétig war, um bis zu 35% reduziert. Somit leistet
Quantum® Blue in Kombination mit Econase®XT einen wichtigen Beitrag zu einer umweltschonenden,
ressourcensparenden und wirtschaftlichen Fitterung.
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Abstract

The development of customer expectations with regard to animal production is moving in the direction
of improving animal welfare. As a result, animal welfare is becoming increasingly important in animal
production. In order to evaluate the calming effect of the combination of Melissa officinalis and magne-
sium in broilers, the level of vocalization was measured. 40,000 broilers were divided in two groups of
20,000 birds each: The control group received a standard diet and had access to untreated water; the
treated group received the same standard diet, but additionally 2,000 ppm of the combination of Melissa
officinalis and magnesium (Durelax®, Nor-Feed SAS) 5 days prior to slaughter and on the day of slaugh-
ter via the drinking water.

The noise level was measured with a camera with an integrated microphone for 20 seconds 1 hour
before the animals were taken to the slaughterhouse and each video was fractionated in seconds using
a software to measure the decibels per second.

The results showed a significant difference (P<0.001) on the decibels/second: 70.7 decibels/second for
the control group and 65.7 decibels/second for the group receiving Melissa officinalis and magnesium.
This result may indicate a calming effect of the combination of Melissa officinalis with magnesium on
broilers during the last days before slaughter, by reducing the level of vocalisation in terms of deci-
bel/second.

Introduction

Consumers are demanding more animal welfare. Indeed, the “Eurobarometer” survey conducted in
November and December 2015 among citizens in the European Union underlined the need to ensure
animal welfare for a large majority of Europeans (La semaine vétérinaire, 2016). In addition, animal
welfare plays a role in livestock production and is a parameter that can influence animal performance
(Averos, Estevez, 2018 ; El-Lethey et al., 2000 ; Wellock et al,, 2003 ; Mounier et al., 2005 ; Jones et
al., 2005 ; Julian, 2005).

The level of vocalisations in a poultry flock can be an effective indicator for the investigation of animal
welfare, that can be collected without impairing animal behaviour (Manteuffel, Schon, 2004 ; Naas et
al., 2008 ; Randall et al., 2009).

The objective of this study was to investigate the calming effect of Melissa officinalis, in combination
with magnesium (Durelax®, Nor-Feed SAS), on broilers by measuring their vocalisations.

Materials and methods

An experiment was conducted at a commercial farm in Latin America to evaluate the calming effect of
Durelax® on 40,000 broilers (Cobb) by measuring the vocalization in terms of decibels/second. The
animals were divided in two groups: the control group (n=20,000) and the treated group (n=20,000).

In the treated group, animals received 2000 ppm of the combination of Melissa officinalis and magne-
sium (Durelax®, Nor-Feed SAS) in the standard diet during the 5 days before the day of slaughter and
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in the drinking water on the day of slaughter when the feed was removed. Thus, supplementation
occured during the last 6 days before slaughter.

To determine the influence on the studied parameters, the sound level was recorded using a camera
with an integrated microphone during 20 seconds on the last day at 6 pm (1 hour before the animals
were taken to the slaughterhouse).

Each video was fractionated in seconds using a software (Premiere Pro v14.0) and analysed by a soft-
ware (MP3Gain®, 2004) to measure the decibels per second. A statistical analysis was performed using
a t-test (Graphpad®, 2016).

Results and discussion

Sound level results in each group showed a significant difference (P<0.001) in decibels/second between
the two groups, with a mean of 70.7 and 65.7 decibels/second for the control and treated groups,
respectively (Figure 1). The supplementation of Durelax®, Nor-Feed SAS in the diet and then in the
drinking water, the days before slaughter, reduced the decibels/second significantely, resulting in a
calming effect in the broilers. Labalette et al. (2016 b) found similar effects when using a combination
of Melissa officinalis and magnesium. Moreover, animal welfare can also have an impact on performance
parameters (Abudabos et al., 2013).

Besides invasive methods to objectively assess stress parameters, vocalisation can be used as an indi-
cator of animal welfare, which can be obtained without interfering with the animal's behaviour and
provides parameters that can estimate the animal's welfare and is therefore an effective indicator of
animal welfare (Manteuffel, Schon, 2004 ; Naas et al., 2008 ; Randall et al., 2009).

80+
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Figure 1. Effect of Melissa officinalis and magnesium on sound level in broilers.
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Conclusion

The result of the study shows a calming effect of the combination of Melissa officinalis and magnesium
(Durelax®, Nor-Feed SAS) in broilers.

Vocalisation can be used as an effective indicator to assess animal welfare parameters, however further
studies in combination with physiological parameters is of interest as well as the effects on performance
parameters in broilers.

References

Averos X., Estevez 1., 2018. Meta-analysis of the effects of intensive rearing environments on the performance and welfare of
broiler chickens, Poult. Sci. 1-19.

El-Lethey H., Aerni V., Jungi T.W., Wechsler B., 2000. Stress and feather pecking in laying hens in relation to housing conditions,
British Poultry Sci., 41: 22-28.

Wellock 1.J., Emmans G.C., Kyriazakis I., 2003. Predicting the consequences of social stressors on pig food intake and perfor-
mance, J. Anim. Sci., 81: 2995-3007.

Mounier L., Vessier 1., Boissy A., 2005. Behavior, physiology, and performance of bulls mixed at the onset of finishing to form
uniform body weight groups, J. Anim. Sci., 83: 1696-1704.

Jones, T.A., C.A. Donnelly and M.S. Dawkins, 2005. Environmental and management factors affecting the welfare of chickens on
commercial farms in the United Kingdom and Denmark stocked at five densities. Poult. Sci. 84, 1155-1165.

Julian, R.J., 2005. Production and growth related disorders and other metabolic diseases of poultry - A review. Vet. J. 169, 350-
369.

La semaine vétérinaire, 2016. Quelles sont les attitudes des Européens vis-a-vis du bien-étre animal ?, n°1668, p.12.

Manteuffel G., Schon P.C., 2004. Measuring pig welfare by automatic monitoring of stress calls, Bornier Agratechnische, Bericht,
29(1): 110-118.

Naas I.A., Campos L.S.L., Baracho M.S., Tocon Y.B., 2008. Uso de redes neurais artificiais na identificacao de vocalizacao de
suinos, Engenharia Agricolas, 28(2): 204-216.

Randall D., Owren M.J., Michael J., Ryan M.J., 2009. What do animal signals mean?, Behaviour, Brill, 78(2): 233-240.
British herbal medicine association, 1996. British herbal pharmacopoeia.

European Medicines Agency, Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC), 2013. Assessment report on Melissa officinalis L.,
folium, EMA/HMPC/196746/2012.

Seelig M.S., 1994. Consequences of magnesium deficiency on the enhancement of stress reactions; preventive and therapeutic
implications. J. Am. Coll. Nurt. 13(5), 429-446.

Labalette A., Lepont A., Belz E., 2016 a. La Melissa officinalis associée au magnésium diminue les comportements agressifs des
porcs, 48e Journées de la recherche porcine.

Labalette A., Chicoteau P, Engler P., Vanden Avenne L., 2016 b. Effect of Melissa officinalis on the sound level in broiler farm,
20th European Society of Veterinary and Comparative Nutrition Congress.

Abudabos A.M., Samara E.M., Hussein E.O.S., Al-Ghadi M., Al-Atiyat R.M., 2013. Impacts of Stocking Density on the Performance
and Welfare of Broiler Chickens, Ital. J. Anim. Sci., 12:1.

Corresponding author

Armand Maniére

Nor-Feed

3 rue Amedeo Avogadro

49070 BEAUCOUZE, France

E-mail: armand.maniere(at)norfeed.net

Seite 182 19. BOKU-Symposium Tierernahrung 2021



Stallingeret al.: A combination of flavonoids and essential oils of Lamiaceae improves broiler resistance against
heat stress

A combination of flavonoids and essential oils of Lamiaceae im-
proves broiler resistance against heat stress

Alexander Stallinger!2, Xiaodan Zhou'?, Manu de Laet!, Francisco Diaz},
David Harrington?, Karola R. Wendler?!

1 Delacon Biotechnik GmbH, Engerwitzdorf, AT

2 These authors contributed equally to this work

Abstract

Heat stress is a challenge in poultry industry, especially occurring in countries with hot and humid
weather and increasing due to global warming. Apart from traditional counter methods like environ-
mental management, dietary supplements such as phytogenic feed additives (PFA) are used to coun-
teract heat stress. The present study investigated the effects of a PFA mix, consisting of flavonoids and
essential oils of Lamiaceae, on growth performance of broilers in India in a 35-day growth cycle under
heat stress conditions. A total of 200 male Cobb-430Y broilers were used in this trial. The results of the
PFA were compared to a control containing Salinomycin. Final body weight was significantly increased
in PFA treatment compared to PC (+6.3% higher). Birds fed with PFA showed significant improvement
(4.2%) in feed conversion ratio (FCR), a 1.0% decrease in mortality (MRT), and a 12.4% of increase in
European production efficiency factor (EPEF) compared to the control. We conclude that the tested PFA
has the potential to improve broiler resistance and growth performance under heat stress.

Introduction

The livestock industry is facing increasing environmental challenges including heat stress. Animal reac-
tions to high temperature and humidity environments ranges from discomfort to death (1). This leads
to behavioral adaption of animals to heat stress by spending less time eating and moving, and more
time resting, drinking and panting.

Although environmental changes affect all species, in terms of heat stress chickens are more susceptible
than other farm animals due to their fast metabolism. Obvious signs of heat stress in poultry include
poor production performance (e.g. decrease in feed intake, daily weight gain), poor meat and egg
quality, and high morbidity and mortality rates (2-4).

Heat stress impairs intestinal barrier function and induces immunosuppression, which in turn increases
the susceptibility for infectious diseases. The intestinal barrier is the first line of defense against harmful
microbial pathogens and antigens. It is formed by a layer of epithelial cells and sealed by tight junctions,
which are mainly composed of transmembrane proteins such as claudins and occludins. Tight junctions
act as selective barriers regulating paracellular transport. Heat stress can compromise the integrity of
the tight junctions and thereby increase the permeability of the intestinal mucosa, disturbing its function
as a selective barrier as wells as disrupting nutrient absorption.

Under heat stress, the level of reactive oxygen species in animals is increased due to the dysfunction of
mitochondria. Consequently, the body enters a state of oxidative stress and starts producing and re-
leasing heat shock proteins. Heat shock proteins constitute a cytoprotective system with a wide range
of functions. They are essential for anti-inflammatory responses, antigen presentation, and are them-
selves targets for antibodies, which activate the immune system and up-regulate humoral and cellular
immunity.

Besides traditional environmental management techniques, dietary supplements are used to counteract
heat stress. Examples would include vitamin C and betaine, which are widely used in farm animals to
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combat heat stress. In the present study, we evaluated the efficacy of PFA as a natural and safe support
in heat stress challenged broiler chickens.

Material and methods

The experiment was carried out at a facility in Kolkata, northeast India, with a tropical wet-and-dry
climate. A total of 200 male Cobb-430Y broilers (1-day-old chicks) was used in the experiment.

Birds were randomly assigned to two treatment groups: PFA group and control. Each group consisted
of 100 birds allocated to 10 replicate pens. Birds were fed with basal starter (1-21 days of age) and
grower-finisher (22-35 days of age) pellet diets. Feed was formulated according to breed recommenda-
tions (Table 1). Birds had ad /ibitum access to feed and drinking water. Drinking water did not contain
any sanitizer or medication. Birds were exposed to continuous light during the first week of age. From
the second week on, the lighting period was reduced to 20h of light per day until the end of the trial.
The trial lasted for a period of 35 days. Temperature and relative humidity of the experimental house
as well as feed intake were recorded throughout the trial. Bird weight was recorded at 21, 28 and 35
days of age.

Table 1: Composition and calculated analyses of the experimental diets

Raw material Starter (1-21 days) Grower/Finisher (22-35 days)
Maize (%) 55.60 57.40
Soybean meal 50% (%) 32.65 30.50
Full fat rice bran (%) 4.00 4.00
De-oiled rice bran (%) 1.00 1.00
Soybean oil (%) 2.83 3.84
Di calcium phosphate (%) 1.90 1.44
Limestone (%) 0.55 0.50
DL-methionine (%) 0.25 0.20
L-lysine HCI (%) 0.25 0.16
L-Threonine (%) 0.06 0.05
Salt (%) 0.25 0.25
Sodium bicarbonate (%) 0.20 0.20
Choline chloride (%) 0.10 0.10
Phytase (%) 0.36 0.36
ME (kcal/kg) 3000 3150
Crude protein (g/kg) 215 204
Crude fibre (g/kg) 30.0 32.3
Crude fat (g/kg) 58.0 77.5
Dig Lys (g/kg) 12.5 11.5
Dig Met+cys (g/kg) 8.8 8.4
Dig Thr (g/kg) 8.0 7.5
Ca (g/kg) 8.0 7.5
Av. P (g/kg) 4.8 4.5

FCR was calculated as a ratio between daily feed intake and daily weight gain for the periods 1-21 days,
22-35 days and 1-35 days of age. Mortality was recorded daily, and the weight of dead birds was
recorded and FCR data adjusted accordingly. Overall mortality was determined for the full production
period. EPEF was calculated using the following formula:

EPEF = [((100 - MRT (%)) X BW (kg))/ (age(d) X FCR)] X 100
Data was statistically analyzed by multi-variate ANOVA.
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Results and discussion

The average recorded temperature during the day was 35°C, while in the night the temperature was
approximately 27°C. Relative humidity was on average 85% during day and night. The calculated Tem-
perature/Humidity index was 120 during the day and 112 during the night, which indicated that broilers
were confronted with a chronic heat stress and did not have thermoneutral conditions in the experiment.
Average temperatures of day and night are presented in Figure 1.
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Figure 1: Average ambient temperature during day and night
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Body weight at 21, 28 and 35 days of age and FCR in the periods 1-21 days, 1-28 days and 1-35 days
of age are given in Table 2. Final body weight (35 days of age) was significantly increased in PFA
treatment compared to the control (+6.3% higher). Birds fed PFA showed a significant improvement in
FCR from 1 to 35 days of age (1.444 vs 1.508), and a 1.0% decrease in total mortality compared to the

control birds.

Table 2: Body weight (g), feed conversion ratio (g/g) and mortality (%) of broiler chickens in chronic heat stress

condition
Item Control PFA SEM! P-value
Body weight Day 21 972.2 995.4 12.73 0.213
Body weight Day 28 1529 1557 30.83 0.528
Body weight Day 35 2055 2185 32.69 0.011
FCR 1-21 days 1.255 1.248 0.008 0.508
FCR 1-28 days 1.333 1.338 0.010 0.759
FCR 1-35 days 1.508 1.444 0.014 0.008
Mortality 1-35 days 7.0 6.0 2.838 0.806

ISEM, standard error of means (n=10 replicates with 10 birds each)

Concerning EPEF, results indicated a numerically positive response of with 415 for PFA treatment on
growth performance in comparison to control with 363 (Figure 2).
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Figure 2: European production efficiency factor (EPEF) of the phytogenic feed additives (PFA) treatment and con-
trol group in the entire experimental period. Error bars represent SD, n=10.

Conclusion

In summary, PFA increases broiler performance under heat stress by significantly increasing BW and
decreasing FCR. Additionally, PFA showed numerical differences in MRT and EPEF. Therefore, PFA could
be a valuable tool for heat stress management.
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Abstract

It is a well-documented that DON severely compromises various important intestinal functions in coinci-
dence with aggravated clinical symptoms. In addition, a prolonged persistence of intestinal pathogens,
e.qg. Salmonella, Clostridium perfringens, in the gut has also been reported in pigs and chickens, respec-
tively. Campylobacter jejuniis the most common zoonotic pathogen, especially in developed countries,
with chicken meat being the main source of human infection. Similar to DON, recent studies demon-
strated that an experimental Campylobacter infection has severe consequences on gut health. In this
work, we demonstrated that DON interacts with C. jejun/in chickens leading to higher bacterial loads
in the gut and inner organs. These findings indicate that the co-exposure of broiler chickens to DON
and C jejunihas a significant impact on gut health and bacteria translocation leading with consequences
on public health.

Introduction

The Fusarium mycotoxin deoxynivalenol (DON) is of outstanding importance among feed contaminants
due to its frequent occurrence in toxicologically relevant concentrations worldwide. Based upon its high
resilience to temperature and humidity, it is impossible to eliminate it from the food chain (Kostelanska
et al., 2011). Therefore, DON poses a permanent health risk for livestock and humans. Depending on
the dose and duration of exposure, symptoms range from a mild drop in performance to feed refusal and
vomiting (Reddy et al., 2018). DON is reported to affect the intestine, the immune system and even the
nervous system (Maresca, 2013). The intestine is the main target for DON, as intestinal epithelial cells
can be exposed to high concentrations of DON following ingestion and it is the tissue of high protein
turnover which respond especially sensitive to DON (Osselaere et al., 2013). It does this via latching itself
onto the 60s ribosomal subunit of cells causing a ribotoxic stress response. This effect has been associ-
ated with a decrease in resistance of the intestinal barrier, which in turn gives a leeway to other infectious
agents. Recent studies have shown that the presence of DON during a bacterial infection can lead to an
increase in severity of clinical signs in various livestock animals including cattle, pigs and chickens. In
vitro studies showed that DON was able to increase the translocation of pathogenicity of £. coli over the
intestinal cell monolayer. In chickens, a recent study demonstrated that DON is a predisposing factor for
necrotic enteritis caused by Clostridium perfringens as the mycotoxin caused favorable changes in the
intestinal barrier (Antonissen et al., 2014).

Campylobacter jejuniis the most common species from the Campylobacteraceae family leading to diar-
rhea in humans. Due to World Health Organization (WHO), it is considered that Campylobacter spp.
causes 550 million intestinal infections every year. This number seems even more problematic consider-
ing that 220 million of such infections occur in children between 2 and 5 years of age (Who, 2020). Broiler
chickens are considered the main source of infection for humans. Various studies from countries in the
EU report that an increasing number of chicken meat based upon retail products are contaminated with
Campylobacter spp. (EFSA, 2010). C. jejuni contributes to about 90% of the infections followed by C. cof/i
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with about 5% (Tam et al., 2003). Recent studies also elucidated that Campylobacter can have a negative
impact on broiler gut health (Awad et al., 2018). Mainly, it affects the integrity of the gut epithelium
which results in reduction of villi height, decrease of crypt depth with negative consequences on nutrient
transport and absorption.

So far, only few studies have investigated the interaction between DON and enteric pathogens. It was
found that the co-exposure of pigs to DON and Salmonella typhimurium potentiated the inflammatory
gut response, promoted by Sa/monella invasion and its translocation across the intestinal epithelium
(Vandenbroucke et al., 2011). Furthermore, it was shown /n vitro that DON increased the translocation
of a pathogenic Escherichia coli strain over the intestinal epithelial cell monolayer (Pinton et al., 2009).
So far, no data are available in regard to the co-exposure to DON and C. jejuniin broilers, two widespread
noxes. Therefore, the aim of the present study was to investigate whether DON interacts with C. jejuni
colonization/translocation.

Materials and methods

Experimental Study Design

As described previously (Ruhnau et al., 2020), one hundred and twenty 1-day—old male and female
broiler chicks were obtained from a commercial hatchery and randomly allocated to four treatment groups
of 30 birds: group 1 (control); group 2 (DON 5mg/kg); group 3 (DON 5mg/kg + C. jejuni); and group 4
(C jejuni). Upon arrival, birds were weighed and tagged. The broilers were housed in floor pens on wood
shavings and light was set at a 12h:12h light/dark cycle. Feed and water were provided ad libitum. Birds
were fed with the starter diet from day 1 to day 9 and with the grower diet from day 10 until day 35.
At day 14, birds of groups 3 and 4 were orally inoculated via a feeding tube (gavage) with 1x108 CFU/ml
of C. jejunireference strain NCTC 12744. The control groups (groups 1 and 2) received a sham infection
with 1 ml of a phosphate buffered saline. At 7, 14 and 21 days post infection five birds from each group
were euthanized by intravenous application of Thiopental (20 mg/kg) into the wing vein followed by
exsanguination via cutting of the jugular vein. Gross pathological examination was performed according
to a standardized protocol followed by sampling of duodenum, jejunum, cecum, liver and spleen for
bacteriological investigations. Furthermore, for Ussing chamber, segments were taken immediately after
slaughter from the jejunum and cecum at 21 days post infection. The tissues were rinsed with ice-cold
buffer perfused with 95% 02 and 5% CO2. The underlying serosa was stripped off and the epithelial
sheets were mounted in Ussing chambers. The experimental procedures were performed as described
below. Feed intake and body weight were measured weekly and along the experimental trial for all
groups.

Ussing chamber analysis

At the end of the animal trial, segments of jejunum and cecum were harvested and prepared for Ussing
chamber studies to measure the paracellular mannitol fluxes. Epithelial sheets had an exposed serosal
area of 1.1 cm? and were incubated with 12 mL of buffer solution on their mucosal and serosal sides
under short-circuit conditions. Following tissue stabilization, the radioactive tracer, *C-mannitol was
added to the mucosal solution. After a 30-min equilibration period, standards were taken from the
mucosal side of each chamber and a 30-min flux period was established by taking 0.6-mL samples from
the serosal compartment. Manipulation and experimental procedures were performed as described by
Awad et al. (2019). Finally, the presence of 14C-mannitol was approved by measuring B-emission in a
liquid scintillation counter after addition of a liquid scintillation fluid.

Bacterial enumeration

For bacterial enumeration 1 g of tissue samples was diluted 1:10 (wt:vol) in PBS. The samples were
homogenized and serial ten-fold dilutions were prepared. Enumeration of C. jejunifrom intestinal sam-
ples was performed by plating 100 pl of each dilution on CASA agar in duplicate. Incubation of inoculated
agar plates was done for 48 hours at 41.5°C under microaerophilic conditions. To determine the trans-
location of C. jejuniin liver and spleen 100pl of each dilution was plated in duplicate on CASA agar. CFU
counts were determined by calculating the mean value of the both plates.
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using IBM SPSS statistics 24, SPSS software (Chicago, IL, USA).
Data are presented as means with standard error of mean (SEM). To evaluate the normality Kolmogo-
rov-Smirnov 's test was utilized. A multivariate general linear model, ANOVA and Duncan’s multiple
range test were performed to analyze performance, bacterial translocation and mannitol flux data. P-
values of <0,05 were considered significant.

Results and discussion

Fusarium species produce a vast array of mycotoxins, many of which are economically important in
regard to animal production. The current study demonstrated clear effects of DON on physiological
functions of broilers. The chronic DON intoxication with low or moderate concentrations is expected in
poultry species and can produce harmful consequences on the health and welfare of birds. In the current
study, it was found that the body weight was numerically lower for birds fed DON compared with other
groups. From week 4 of age onwards, a significantly lower body weight gain was seen in birds fed with
DON contaminated diet and/or birds infected with C. jejunicompared to the control group. Furthermore,
throughout the whole experiment the feed intake was lower in broilers fed with DON contaminated diet
compared to the other groups. In addition, an increased feed intake from week 4 onwards was recorded
in birds from groups 3 and 4 infected with C. jejuni compared to other groups. In this context, the feed
conversion rate of infected birds with or without DON was higher compared with control birds. These
results are in agreement with previous studies, demonstrating that feeding of DON-contaminated diets
compromised the growth performance of chickens (Awad et al. 2019, Ruhnau et al., 2020).

The study revealed that the co-exposure of broiler chickens to DON and C. jejuniincreased the C. jejuni
loads in the gut, indicating that DON provides a favorable condition for Campylobacter growth. However,
an indirect mechanism should not be excluded as DON can induce a leakage of plasma amino acids or
proteins into the intestinal lumen (Antonissen et al., 2014).
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Figure 1. Effect of DON and/or C. jejuni exposure on paracellular permeability in jejunum (a) and cecum (b).

The mode of action, either direct or indirect, needs to be determined in future studies to elucidate
whether such substances provide the necessary growth substrate for extensive proliferation of Campy/-
obacter. Understanding how mycotoxins influence prokaryotes began to emerge as an important area
of future research perspectives (Hassan et al., 2019). Recently presented evidence indicates that DON
can negatively affect the gut microbiota of either humans or animals (Lucke et al., 2018). This in turn
has led to a greater interest in understanding bacterial responses toward DON. Independent of this, the
co-exposure promoted the translocation of C. jejuniwith a higher number encountered in the liver and
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spleen at certain time points post infection. In this context, the results also confirmed that DON in-
creased the intestinal paracellular permeability as reported in our previous study (Awad et al., 2019).
The study also revealed that the co-exposure to DON and C. jejuni potentiates a significant increase in
paracellular permeability as both noxious affected barrier functions of the intestine (Figure 1). Thus, the
presented data clearly showed that increased gut paracellular permeability is associated with a higher
translocation of C. jejuni.

Altogether, the actual results strengthen the hypothesis that DON influences the infection profile of C.
Jjejuni, a subject not demonstrated so far. Indeed, it was found that the co-exposure of broilers to DON
and C. jejuni potentiates gut permeability, promotes Campylobacter colonization and its translocation
across the intestinal epithelium.
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und sekundaren Pflanzenstoffen auf die intestinale Morphologie
von Broilern

Impact of selected feedstuffs rich in polyphenols and dietary fibre on intes-
tinal morphology in broilers

Robert Brackmann, Christiane Schwarz, Valentina Krammer, Martin Gierus

Institut fir Tierernahrung, Tierische Lebensmittel und Erndhrungsphysiologie, Univer-
sitat fir Bodenkultur Wien, AT

Abstract

In broiler nutrition, fibre components and by-products of the food industry play a subordinate role, as
broiler feed must be of good protein quality and high energy density. Secondary plant constituents and
fibre have various positive effects on digestive physiology and intestinal morphology. In the present
study the effect of different feeds high in fibre and secondary plant constituents on the intestinal mor-
phology of broilers was investigated. The experiment was carried out with 432 one-day old broilers
(Ross 308) divided into six groups (6 replicates): Control, alfalfa, red clover, grape skin meal, grape
seed meal and aronia pomace. The components were added at 1.5 % on top to the control diet and
were fed ad /ibitum for 36 days. From 72 representative birds, jejunal and ileal tissue samples were
taken, fixed and stained with AB-PAS for histometric measurements. Alfalfa fed animals showed en-
hanced villus parameters in jejunum and ileum and thus differed from both grape groups. The alfalfa
group additionally had higher villus surface/circumference compared to the control group. Even though
crypt parameters remained unaffected by the feeding intervention, villus/crypt ratio was best in alfalfa
and red clover, especially in the proximal small intestine. Based on the available results, alfalfa and red
clover addition to broiler diet can be recommended. Nevertheless, as no experimental group achieved
significantly lower results than the control group, these components cannot be explicitly discouraged.

Einleitung

In der Broilerernahrung spielen Faserkomponenten und Nebenprodukte der Lebensmittelindustrie eine
untergeordnete Rolle, da das Broilerfutter iber eine gute Proteinqualitdt und eine hohe Energiedichte
verfligen muss. Die in diesen Futtermitteln enthaltenen sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe haben ver-
schiedene Einfliisse auf die Verdauungsphysiologie und die Darmmorphologie. Polyphenole sind sekun-
dare Pflanzeninhaltsstoffe, welchen — abhangig von den im Futter enthaltenen Substanzklassen — zudem
antioxidative, antikanzerogene, entziindungshemmende und antimikrobielle Aktivitdten nachgesagt
werden. AuBerdem gehen Polyphenole (speziell kondensierte Tannine, CT) Interaktionen mit Proteinen
ein und kénnen die Verdauung von Proteinen bei monogastrischen Tierarten einschranken (Lipinski et
al., 2017). In Pflanzen kommen Polyphenole im Verbund mit weiteren sekundaren Pflanzenstoffen, aber
allen voran mit unterschiedlichen Gehalten an Faserkomponenten vor. Diese Faserkomponenten kénnen
sich nach Konzentration und Art unterscheiden (lésliche vs. unlésliche Gesamtfaser; NDF, ADF, ADL).
Die histologische Darmmorphologie kann ein guter Indikator fiir den Einfluss von sekundaren Pflanzen-
inhaltsstoffen und Faserkomponenten auf den Intestinaltrakt sein, da die Fitterung unterschiedlicher
Polyphenolquellen (Viveros et al., 2011) bzw. Faserquellen (Rahmatnejad und Saki, 2016) zu einer An-
derung der Darmmorphologie fiihren.
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Die Auswirkung verschiedener Futtermittel mit hohen Gehalten an Faser und sekundaren Pflanzenstof-
fen auf die Morphologie des Jejunums und Ileums von Broilern sollte untersucht werden. Dabei wurde
ein linearer Zusammenhang der Gehalte an Polyphenolen und Faser im experimentellen Einzelfuttermit-
tel mit der Zotten- und Kryptenauspragung im Diinndarm erwartet. Negative Verdnderungen des Milieus
im Chymus bewirken auch eine héhere Mucusproduktion, die durch eine héhere Anzahl an Becherzellen
indirekt beschreibbar ist. Weiters galt es zu ermitteln mit welchem Analyseparameter fiir Polyphenole
bzw. Faser die Veranderungen in der Diinndarmarchitektur am besten vorhersagbar ist.

Material und Methoden

Fir den Fltterungsversuch wurden 432 Eintagskiiken (Ross 308, Lebendgewicht: 44,66 + 0,19 g) bei-
den Geschlechtes in 36 Boxen zu je 12 méglichst ahnlichen Tieren aufgestallt. Die 24 bzw. 12 Boxen
wiesen eine Grundflache von 3 bzw. 2m? auf, wobei entstaubte Hobelspéne als Einstreumaterial ver-
wendet wurden. Zusatzlich war jede Box mit einem Infrarotwarmestrahler, einem Futtertrog und einer
Hangerundtranke ausgestattet. Die Luftzufuhr wurde temperaturabhéngig Gber Ventilatoren gesteuert.
Die 432 Kiiken wurden in 6 Versuchsgruppen aufgeteilt (6 Wiederholungen), welche mit einer praxis-
Ublichen Ration, erganzt mit 1,5% unterschiedlicher faserreicher Polyphenolquellen on top ad /ibitum
gefittert wurden. Neben einem Kontrollfutter (KON) wurden als faserreiche Polyphenolquellen Luzerne
(LUZ, Gesamtphenole (TP): 11.5 g Gallussduredquivalente (GAE)/100g TM, 543 g Gesamtfaser (TDF)/kg
TM), Rotklee (ROK, TP: 22.4 g GAE/100g TM, 429 g TDF/kg TM), Traubenschalenmehl (TSM, TP: 54.7 g
GAE/100g TM, 490 g TDF/kg TM), Traubenkernmehl (TKM, TP: 88.7 g GAE/100g TM, 650 g TDF/kg
TM) und Aroniatrester (ARP, Aronia prunifolia, TP: 72.1 g GAE/100g TM, 652 g TDF/kg TM) eingesetzt.
Die Fiitterung erfolgte dreiphasig mit einem Starter- (d1-d14; 12.4 MJ AMEn/kg, 220 g CP/kg), Grower-
(d15-d28; 12.8 MJ AMEn/kg, 210 g CP/kg) und Finisherfutter (d29-d38; 12.9 MJ AMEn/kg, 190 g CP/kg).
Nach 36 Masttagen wurden von 72 reprdsentativen Tieren (ein & und @ Tier pro Box) wahrend der
Schlachtung Gewebeproben von Jejunum (bei halber Lange zw. Ende Duodenum und dem Meckel'schen
Diverticulum) und Ileum (1-4 cm oberhalb des Ileocaecal-Ubergangs) gewonnen, mit phosphatgepuf-
ferter Salzlésung gespiilt und in Formalinldsung fiir 48h fixiert. Nach Entwasserung und Paraffineinbet-
tung wurden 5 pm Gewebeschnitte hergestellt und eine Alcianblau-Perjodsaure Schiff-Reaktion (AB-
PAS) zur Darstellung der Becherzellen durchgefiihrt. Die Vermessung erfolgte mit einem Lichtmikroskop.
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Prozedur GLM von SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, USA).
Gewahlt wurde ein 6*2 faktorielles Design mit den experimentellen Faktoren Futtermittel und Geschlecht
sowie dem Tukey Test als post-hoc Test. Pearson Korrelationen wurden mit den Analysenparametern
und den Gehalten an TP, CT sowie Faserkomponenten (Rohfaser, Detergentienanalyse, TDF) in der
Ration gerechnet.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der histologischen Messungen in Jejunum und Ileum von Broilern, die mit unterschiedli-
chen polyphenol- und faserreichen Futtermitteln gefiittert wurden, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
Die mit Luzerne gefitterten Tiere hatten im Jejunum und Ileum die starkste Auspragung der untersuch-
ten Zottenparameter (Lange, Flache, Umfang) und unterschieden sich damit vor allem von der Trau-
benkernmehlgruppe und der Traubenschalenmehlgruppe. Die Luzernegruppe hatte zudem im Jejunum
in einigen mit der Zottenoberfldche assoziierte Parametern signifikant hdhere Ergebnisse als die Kon-
trollgruppe. Im Jejunum unterschied sich die Luzernegruppe auch signifikant von der Aroniagruppe in
Bezug auf Zottenflache und -umfang. Zudem wiesen im Jejunum sowohl LUZ als auch ROK héhere VC-
Ratios als die TKM Gruppe auf. Im Ileum hingegen war die VC-Ratio von LUZ hoher als die TSM Gruppe.
Die untersuchten Kryptenparameter blieben durch die Fiitterungsintervention in beiden Darmabschnit-
ten unbeeinflusst. Die relative Anzahl an Becherzellen in den Zotten bzw. Krypten wurden im Jejunum
nicht und im Ileum nur unwesentlich verandert. So konnte ein Trend zu einer erhdhten Becherzellenan-
zahl je 200um Zotte im Ileum der TSM Gruppe im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (p<0,10).
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Die Ergebnisse zeigten, dass im Ileum mannliche Broiler hdhere Zottenfldchen als weibliche Tiere auf-
wiesen (Daten nicht gezeigt). Zu einer signifikant unterschiedlichen Reaktion von mannlichen oder weib-
lichen Tieren auf die Fiitterungsintervention ist es nicht gekommen (Interaktion p>0.05).

Tabelle 1: Histometrische Untersuchung im Jejunum und Ileum von Broilern, welche ausgewahlte polyphenol- und
faserreiche Futtermittel im Mastfutter erhielten

Mittelwert Versuchsgruppen! SEM p-Wert?
KON LUZ ROK TSM TKM ART VG G VGxG

Jejunum

Zottenlange (um) 1030tc 13912 127926 1129%c  993c 1134%¢ 31,2 ** pns ns
Zottenflache (um?) 142633 2113652 1686363 161574 135490P 144414> 5631 ** ns ns
Zottenumfang (um) 2222b 29352 27433 24123bc  2137¢ 2340 64,5 ** ns ns
BZ, n/200 ym Zotte 30,3 27,0 29,9 26,9 27,4 294 059 ns ns ns
Kryptentiefe (um) 137 158 143 145 143 149 293 ns ns ns
Kryptenflache (um?) 1093 1237 1114 1031 1166 1156 36,2 ns ns ns
Kryptenumfang (um) 287 327 276 305 305 313 6,31 ns ns ns
BZ, n/100 um Krypte 12,0 12,4 12,3 12,4 12,6 12,0 0,17 ns ns ns

VC-Ratio (ohne Einheit) 7,602 9,062 9,522 7,82 6,970 7,47 0,22 ** ns ns
Ileum

Zottenlénge (um) 60620 637° 56620 5100 542ab 536 12,0 * ns ns
Zottenflache (um?) 60765®) 79761 65329(@b) 622260 64146(b) 64952() 1868 * @ * ns
Zottenumfang (um) 1374 1407 1249 1196 1230 1240 254 (*)* ns ns
BZ, n/200 pym Zotte 13,8®  14,4@) 14 9@)  158@  145@b) 14,0@) 022 (*) ns ns
Kryptentiefe (um) 123 121 112 123 120 123 1,80 ns ns ns
Kryptenfldche (um?) 766 724 768 832 874 740 278 ns ns ns
Kryptenumfang (um) 260 255 240 262 259 258 3,71 ns ns ns

BZ, n/100 um Krypte 13,1 14,1 13,5 13,5 13,6 13,4 0,14 ns ns ns
VC-Ratio (ohne Einheit)  4,80%® 5,632 5,132 4,406 4,558 4923 (0,13 (*) (*) ns
KON = Kontrolle; LUZ = Luzerne; ROK = Rotklee; TSM = Traubenschalenmehl; TKM = Traubenkernmehl; ART = Aroniatrester;
BZ = Becherzellen; VC-Ratio = Verhaltnis Zottenldnge zu Kryptentiefe
2 VG = Versuchsgruppe; G = Geschlecht; ns=nicht signifikant; (*) = p<0,10; * = p<0,05; ** = p<0,01
3 post hoc test (Tukey) p>0,10

Diskussion

Die Luzernefiitterung sorgte fiir die am starksten ausgepragten Zottenparameter im Dinndarm. Eine
positive Wirkung von Luzernemehl auf die Zottenlange konnte schon bei einem Versuch mit Enten fest-
gestellt werden (Jiang et al., 2012). Zotten dienen der OberflachenvergréBerung des Darms (Liebich,
2010), was auch eine erhéhte Absorptionsflache und damit bessere Nahrstoffabsorption erwarten lasst
(Caspary, 1992). Das zeigte sich auch im vorliegenden Versuch, bei welchem bessere scheinbare Nahr-
stoffverdaulichkeit in der LUZ Gruppe beobachtet wurde, ohne dass sich dies jedoch in besserer Leistung
widerspiegelte (Schwarz et a/.,, 2021). Demgegeniber hatten die Traubennebenprodukte und der Aro-
niatrester vor allem bei jlingeren Tieren eine negative Wirkung auf die zootechnische Leistung. Dies
kann unter anderem auch mit den weniger ausgepragten Zotten und dementsprechend reduzierter
Nahrstoffverdaulichkeit (Schwarz et a/., 2021) erklart werden. Bereits friihere Studien konnten zeigen,
dass sich hohere Konzentrationen an Traubennebenprodukten negativ auf die Darmmorphologie aus-
wirken kénnen (Viveros et al., 2011).

Neben der Zottenauspragung allein ist es aber auch das Verhaltnis der Zottenlange zur Kryptentiefe,
welches sich, wenn erhéht, giinstig auf Nahrstoffabsorption, Krankheitsresistenz und Performance aus-
wirkt (Viveros et a/, 2011). Damit kann neben der Luzerne auch dem Rotklee eine glinstige Wirkung
zugesprochen werden. Korrelationsanalysen in der vorliegenden Studie ergaben, dass vor allem im Je-
junum dafir die negative Korrelation mit den Ligningehalten sowie TP- und CT-Gehalten der experi-
mentellen Komponenten verantwortlich sein kdnnte. Demgegeniiber korrelierten im Ileum alle
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Parameter der Detergentienanalyse nach van Soest (NDF, ADF, ADL) sowie der Gehalt an kondensierten
Tanninen negativ mit den Zottenparametern.

Die Mucusproduktion der Schleimhaut wird durch Stressoren, wie beispielsweise antinutritive Faktoren,
angeregt und soll zum Schutz und zur Gleitfahigkeit beitragen (Baeverfjord und Krogdahl, 1996). Im
vorliegenden Versuch kam es lediglich in der TSM Gruppe zu tendenziell héheren relativen Becherzel-
lenanzahl im Ileum, was einen mdoglichen Stressor andeuten kdnnte. Durch die Gibrigen polyphenol- und
faserreichen Futtermittel scheint es daher keine bedeutende Beeintrachtigung der Mucosa zu geben.

Schlussfolgerung

Schlussfolgernd ist eine Verfiitterung von Luzerne und Rotklee zu empfehlen. Da keine Versuchsgruppe
schlechtere Ergebnisse als die Kontrollgruppe erzielte, muss von einer Verfiitterung von diesen Kompo-
nenten nicht explizit abgeraten werden. Fiir eine abschlieBende Bewertung miissten jedoch auch die
Ergebnisse der Leistungsparameter sowie der Nahrstoffverdaulichkeiten miteinbezogen werden. Vor al-
lem der ADL-, TP- und der CT-Gehalt des Futtermittels scheint — durch die negative Korrelation — ge-
eignet, die Zottenparameter v.a. im Jejunum vorhersagen zu kénnen.
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Abstract

Livestock farming produces emissions like ammonia (NHs) and odour which needs to be reduced to
prevent health problems for the animals and humans and to lower the impact on the environment. The
aims of this study were to clarify the effects of dietary supplementation with Yucca schidigera powder
(Yucca Plus®) on fattening performance, harmful gases like ammonia and odour emissions. In total
4.000 Ross 308 broilers were divided into 4 fattening trial cycles which all consisted of 4 groups: 2
control groups fed a commercial diet and 2 experimental groups fed a diet supplemented with 125g/ton
feed of Yucca schidigera. Fattening performance (ADG, WG, FCR and slaughter weight), harmful gases
(NHs and CO2) and odour emissions were monitored during the 4 cycles (35/36 days per cycle). The
results showed that fattening performance was improved, mortality was reduced and weight gain/NH;
(P<0.01) and NHs3 emission were reduced (P<0.01). The mean NHs emission level (NH3 /fattening
place/year) was 5 gram lower with Yucca schidigera (25g vs 30g). Also, the odour emission load was
on average 10% reduced with Yucca schidigera. It is concluded that Yucca Plus can significantly reduce
NH3 and odour emissions in poultry housings, while at the same time having positive effects on fattening
performance.

Introduction

Ammonia and odour emissions from livestock farming can cause several health problems for the animals
in the stables, but also have an impact on humans and the environment. In poultry houses the chickens
can have problems with foot pad lesions and irritations to their respiratory tracts. Ammonia regulations
published in 2000 by the European Union regarding ammonia exposure of poultry suggest that a maxi-
mum of 20 ppm ammonia should not be exceeded. To reduce the ammonia in the animal houses and
the emission of ammonia to the environment the feed additive Yucca Plus can be used. Yucca Plus is a
100% natural raw material which is produced from the unique Yucca Schidigera plant which grows in
the deserts of Baja California in Mexico. Since the poultry farming sector needs valid information about
the effects of used components, the aim of this trial was to investigate the effects of feeding Yucca
schidigera on broiler fattening performance, on the release of harmful gases and on odour emissions
associated with poultry farming.

Materials and methods

In this series of trials the benefits of Yucca schidigera (Yucca Plus®, a Jadis Additiva product) in poultry
houses were validated. This is done by investigating the potential effects of Yucca Plus on fattening
performance (ADG, end weight and FCR), on the emission of harmful gases (NH3 and CO2) and on
odour emissions. The trial is performed in the trial housings at HBLFA Raumberg-Gumpenstein between
the beginning of February up until the end of August 2018. The whole trial consisted of 4 fattening trial
cycles of 35/36 days. Each cycle consisted of 2 control groups (n=250) and 2 experimental groups
(n=250) Ross 308 broilers, so 4000 broilers were used for the entire trial. The animals had ad libitum
access to both water and feed and a daily light phase plan was activated from 4 a.m. to 10 p.m. Yucca
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Plus powder® was mixed into the feed at a ratio of 125g per 1000kg of feed. During the fattening trial
cycles, the respective temperature, the humidity, the ammonia content, and the carbon dioxide content
of the atmosphere were continuously measured in both sections (control and experimental section).
Additionally, olfactometric measurements were performed during the trial. The resulting data was ana-
lysed with JMP data analysis software 2019, by obtaining mean values with the least squares method
(Ordinary Least Squares [OLS]).

Results

Temperature and humidity were measured and showed good correlations, so the test conditions for
control and experimental groups during the trial cycles were comparable.

The results showed all fattening performance parameters to be numerically better (not significant). The
average mortality was 27,5% lower in the trial groups and parameters like ADG (+0.04g), FCR (-0.02),
WG (+159g) and slaughter weight (+15g) were all improved when the diet is supplemented with Yucca
schidigera.

NH; emission decreased significantly for the Yucca schidigera supplemented groups, which was about
14% reduction on average. However, NH; emission reductions up to 25% were measured in one of the
cycles. By combining the mean exhaust air flow rates with the ammonia measurements, the mean NH3
emission factor (NHs/fattening place/year) can be calculated, which was 5 gram lower with Yucca schi-
digera (25g vs 30g). This means that the NH; emission load was almost 17% reduced. The weight
gain/NH; improved significantly with almost 18%, showing more weight gain (g/broiler) with reduced
levels of produced NHs (ppm) due to Yucca schidigera.

During the 4 fattening cycles, the odour was reduced at the same air rate (not significant). The odour
was reduced with 6%. However, when exhaust air flow rates are taken in consideration (which serve
as a basis for odour dispersion calculations to measure intensity of odour emissions released to the barn
environment) the odour emission load was reduced with on average 10% due to Yucca schidigera.

Table 1. Results for control and experimental (Yucca Plus) group

Control Yucca Plus P-Value
Mortality (%) 4,90 3,56 0,17
Feed per broiler (kg) 3,34 3,35 0,64
Feed Conversion Ratio 1,62 1,60 0,25
Weight gain (g/broiler) 2075 2090 0,40
Litter weight per pen (kg) 371,9 381,9 0,41
Water consumption (L) 1674 1701 0,25
NH3 (NH3/ppm) 5,88 5,05 <0,01
Odour (OU/m3) 513,5 482,8 0,21
Air rate (m3/h) 1044 1035 0,92
Odour Emissions factor (OU/s*LSU) 164,8 140,5 0,12
Weight gain/NH3 456,4 556,1 <0,01

Discussion

Evaluation of fattening performance revealed a certain advantage of the trial group, although this is not
significant. ADG, WG and FCR were improved, which is in line with results found by Lozano et al (1997)
and Sun et al (2017).

The results showing Yucca schidigera reduces NHs are in line with earlier research performed by Lozano
et al, (1997) who investigated a dosage of 120 g/ton in broilers and concluded that Yucca schidigera
reduces ammonia emissions by up to 40% in relation to negative reference group. Amon et al. (1997)
performed a field study among broilers adding Yucca schidigera to the feed and found reduced ammonia
emissions by up to 50%. Differences in the found ammonia reductions in different trials are probably
caused by different measurement techniques, since there is no accredited method yet. Formulating a
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scientifically accredited method in the future could help improve the evaluation and comparison of emis-
sions from agriculture. However, in this trial the reason could also be that the analyses of used feeds
over the entire trial period showed a higher crude protein in the trial groups (might be caused by protein
carryover during feed production). This might explain why the reduction of the ammonia emissions was
only 17%, while the long-term use of Yucca Schidigera normally shows on average reductions of up to
30% or higher like found in Lozano et al., (1997) and Amon et al., (1997). Quite clearly, however,
ammonia emissions were lower in the trial group, despite the higher crude protein content of the feeds.
The reduction would probably be even better when the crude protein content would be comparable for
control and trial groups. This also shows the potential of Yucca schidigera to further reduce NH3 emis-
sions in feeds with reduced crude protein content.

The determined ammonia emissions in kg per fattening place per year of 0.025 in the trial group and
0.030 in the control group reveal comparatively low factors with respectively low emissions. Literature
contains estimates of the ammonia emissions in the fattening poultry area that are partially twice as
high, such as Keck et al., (2011) or the German Clean Air Act (TA-Luft), which quote an emission factor
of about 0.0486 kg ammonia per fattening place each year. At 0.025 NH3 emissions kg/fattening
place/year, the trial group reveals significantly lower mean ammonia emissions than the control group.
One noteworthy fact in this connection is that the trial group revealed significantly higher weight gains
(per ammonia emission unit) than the control group (calculated from the mean total weight gain, divided
by the mean ammonia emission during the entire fattening period). This means that the control group,
in contrast to the trial group, released more ammonia in order to gain the same weight.

Odour emissions were as expected for animals fed in 3 or more phases, which is around 160 OU/s*LSU
like found in Ottl et al., (2018). Analysing this trial shows that the odour emission value of the control
group is exactly as expected. The trial group on the other hand an odour emission factor that is about
10 % lower due to the use of Yucca schidigera.

The results found in this trial show the benefits of Yucca schidigera in poultry houses, but similar effects
can be expected in other fields, like in pig or ruminant houses.

Conclusion

Yucca Plus in broiler diets leads to significantly lower NH; emissions and an improved weight gain/NHs,
while at the same time the fattening performance is improved numerically. So, Yucca Plus is a great
product to use in poultry houses to help control ammonia.
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Abstract

Information about the exact mechanism of action and metabolism of the individual plant components
in rabbit tissues are scarce. The purpose of this study was to examine the thymol content in plasma
and its effect on biochemical parameters, antioxidant and phagocytic activity during sustained thymol
addition or after its withdrawal from the feed. The thymol was applied in concentration 250 pg/g feed.
All biochemical parameters remained within the normal range, no hepatic or renal injury occurred in this
experiment. This concentration of thymol protected intracellular lipids against peroxidation. Obtained
results reflect the possibility that thymol was efficiently absorbed from the digestive tract to the blood,
where could bind to the surface of red blood cells and manifested its beneficial properties also after
withdrawal. However, further studies should be conducted to confirm this hypothesis.

Introduction

Broiler rabbits are well known because of their high-quality meat containing low fat and cholesterol and
rich in unsaturated lipids. Preventive medication with antibiotics helps to control the post-weaning ali-
mentary disturbances and improves gut health of rabbits which is important from economic point of
view. Recently, there is an urgent need to find alternatives to antibiotics since their prophylactic use
has been banned (Dalle Zotte et al., 2016). Several studies have been carried out testing different herbal
extracts. However, the experiments on rabbits concerning fattening performance and health status are
well documented, unfortunately, the current problem is that there is only limited number of scientifically
verified works focused on the mechanism of action and metabolism of their main compounds (Placha
et al., 2019). Studies suggest that thymol with strong antioxidant properties may become important as
natural replacement for synthetic antioxidant food additives (Salehi et al., 2018).

Material and methods

After weaning at 35 days of age 48 rabbits were randomly allocated in two experimental groups (C and
T), with six replicates of each. The experiment lasted 28 days and rabbits were fed with thymol addition
during 21 days and next 7 days thymol was withdrawn. Eight rabbits per each group were slaughtered
at 56 (group with thymol addition) or 63 (group with thymol withdrawal) days of age. Body weight (BW)
and feed intake (FI) were recorded individually once a week. The average daily FI, average daily weight
gain (WG) and feed conversion ratio (FCR) were calculated at the end of trial. The thymol (= 99.9%,
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Sigma Aldrich) in white powder form was added in concentration 250 pg/g to the T diet. The stability
of thymol amount in pelleted diet was analysed using HPLC according to the modified method described
by Placha et al. (2019). The thymol in the plasma was analysed using solid-phase microextraction
(SPME) followed by gas chromatography coupled to mass spectrometry described in Placha et al. (2019).
Blood samples for biochemical analyses were collected from 8 animals per treatment at experimental
days 21 and 28 to obtain serum and plasma. Malondialdehyde (MDA) concentration in plasma was
measured using the modified fluorimetric method of Jo and Ahn (1998). Activity of glutathione peroxi-
dase (GPx, EC 1.11.1.9) in blood was measured in accordance with Paglia and Valentine (1967), using
a commercial kit (Ransel, Randox, UK). Phagocytic activity was measured by direct counting procedure
using yeast cells according to the method of Steruska (1981). Aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), total proteins (TP), urea, creatinine, triglycerides
and total cholesterol were analysed using a commercial kit Dialab (Czech Republic) and an analyzer
ELLIPSE (AMS, Italy). Values were tested for normal distribution with Kolmogorov-Smirnov test. Signif-
icant differences between control and experimental group were analysed by Mann-Whitney U test. Re-
sults were presented as the mean value + standard deviation. Significant differences were considered
at p<0.05.

Results

The growth performance of broiler rabbits in the present trial was not influenced neither by thymol
addition in the diet nor by the thymol withdrawal. The average slaughter weight after 21 days was
1965+166 g and after 28 days represented 2796+170 g. The average weight gain and conversion ratio
was after 21 days (T group, 41.32+4.19 and 3.66%0.89), after 28 days (T group, 40.73+5.65 and
3.62%0.70). The thymol content in the final feed represented during 3 weeks 151.89 (1w), 134.75 (2w),
128.30 (3w) ug/g DM, respectively. The thymol concentration in plasma was 46.19+10.03 ng/mL. MDA
and GPx significantly decreased only in group with thymol addition. Phagocytic activity in blood was
significantly higher during thymol addition and also after its withdrawal (Table 1).

Table 1: Effect of thymol addition and thymol withdrawal on antioxidant and phagocytic activity of rabbits

Indices 21 days 28 days
(with thymol addition) (7 days thymol withdrawal)

C T C T
MDA 0.35+0.022 0.25+0.06P 0.32+0.02 0.30+0.05
(nmol/ml)
GPx 4.22+1.192 2.52+0.53 2.61+1.01 2.72+1.21
(bkat/gHb)
PA 40.13+2.85° 66.13+6.92° 40.88+2.03? 47.38+5.04°
(%)

C - control diet, T — diet with thymol addition, MDA — malondialdehyde, GPx — glutathione peroxidase, PA — phagocytic activity,
25 Values within a row with different superscript letters differ significantly (p<0.05). Data are presented as mean + standard
deviation.

Alkaline phosphatase and cholesterol decreased during thymol addition, urea increased and triglycerides
decreased after its withdrawal. Total protein and creatinine increased during both, thymol application
and withdrawn (Table 2).
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Table 2: Effect of thymol addition and thymol withdrawal on biochemical traits of rabbits

Indices 21 days 28 days
(with thymol addition) (7 days thymol withdrawal)

C T C T
AST 0.45+0.09 0.34+0.13 0.49+0.25 0.34+0.13
(pkat/L)
ALT 0.77+0.15 0.62+0.10 0.76+0.37 0.69+0.30
(Mkat/L)
ALP 2.00+0.432 1.52+0.18P 2.42+0.66 2.19+1.04
(Mkat/L)
TP 36.20+4.132 61.86+4.90° 36.84+2.522 55.90+8.90°
(g/L)
Urea 5.18+0.67 5.31+0.41 5.03+0.60? 6.54+0.51P
(mmol/L)
Creatinine 79.67+8.02° 115.40+6.19b 64.25+12.232 115.60+7.06P
(Mmol/L)
Triglycerides 1.15+0.28 1.45+0.22 1.53+0.432 0.84+0.29P
(mmol/L)
Cholesterol 2.20+0.74° 1.17+0.42b 1.76+0.56 0.95+0.30
(mmol/L)

C — control diet, T — diet with thymol addition, AST — aspartate aminotransferase, ALT — alanine aminotransferase, ALP — alkaline
phosphatase, TP — total proteins, *° Values within a row with different superscript letters differ significantly (p<0.05). Data are
presented as mean + standard deviation.

Discussion

During lipid peroxidation, unsaturated lipids are oxidised and small fragments such as alkanes, alkenals
and MDA are created. Thymol with strong antioxidant properties is able to inhibit the chain reaction
involved in lipid oxidation and by this way can decrease MDA formation. Based on study of Placha et al.
(2019) we assume that thymol was efficiently absorbed from the digestive tract into the systemic circu-
lation and could demonstrate its antioxidant effect. Moreover, we can hypothesize that thymol could
bind to red blood cells surface and act like depot and by this way protect cells against oxidative stress
also after thymol withdrawal. Based on this theory, we can explain enhancing of phagocytic activity in
our study, even though we have to keep in mind, that this supposition should be confirm in future. In
our trial the rabbits were within physiological conditions as all values lay within the normal range. Gasco
et al. (2019) reported that serum TP synthesis is generally related to the content of protein amount in
the diet. Presumably, the higher value of TP during the thymol addition and also after withdrawal was
caused by extending the absorption surface of intestinal wall as result of positive effect of thymol.
Aspartate aminotransferase, ALT and ALP enzyme activities are important indicators of liver functions.
Thymol was able to express its antioxidant properties, although only ALP was affected significantly. The
slight increase in urea and creatinine amounts could imply the effect of thymol and/or its metabolites
on kidney function. Ocel'ova et al. (2016) founded the highest concentration of thymol in kidney and
the lowest in liver tissue, which could point to its intensive metabolism in the liver and accumulation in
kidneys. We assume that changes in liver and renal parameters in our study flow from the thymol
metabolic processes in these tissues. Thymol metabolic processes are able to reduce plasma lipids by
altering hepatic triglyceride secretion (Gumus et al., 2017). According with Khaksar et al. (2012) the
cholesterol-lowering effect of thyme essential oil has been ascribed to inhibition of hepatic 3-hydroxy-
3-metylglutaryl coenzyme A reductase, which is a key regulatory enzyme in cholesterol synthesis.
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Conclusion

The thymol concentration in our experiment avoided lipid oxidation, strengthened the phagocytic activity
of blood and expressed hypocholesterolemic effect. However, further studies should be performed for
understanding the possible processes of absorption and deposition of thymol in rabbit tissues, which
could help to propose an appropriate dose for its application considering the health of animals and
safety of foods.
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Abstract

In this study the fibre content and fibre composition of winter barley (WB), spring oats (SO) and winter
oats (WO) was evaluated. Winter oats (n=35), spring oats (n=36) and winter barley (n= 36) samples
were included and their crude fibre (CF), neutral detergent fibre (NDF), acid detergent fibre (ADF), B-
Glucan, insoluble dietary fibre (IDF), soluble dietary fibre precipitabted (SDFP) and acid extract grains
viscosity (AEGV) determined and the correlations between the above-mentioned parameters also eval-
uated. Comparing the two types of oat, SO contained slightly, but significantly higher amount of CF and
IDF than WO. In spite SO and WO contained similar amounts of B-glucan and SDFP, the grain viscosity
of WO was significantly higher. All the structural fibre contents of WB were significantly less than those
of both WO and SO. On the other hand, barley contained more 3-glucan and soluble fibre and therefore,
the viscosity of WB grains was also higher. Several significant correlations were found between the fibre
components of all three cereal grains. The grain viscosity could be predicted however, only in the case
of oats form their B-Glucan concentration.

Introduction

Oat and barley are common feedstuffs of farm animals. Since maize is sensitive to the very hot summer
temperature, the abiotic stress resistant oat and barley could play as potential alternatives of maize.
The milder winters in Central Europe promotes also to produce more winter oats, that has higher yield
potential, compared with the spring varieties. They hulls can be limitation for feeding young animals,
but their structural fibre could be also beneficial in stimulating gizzard function in poultry (Svihus, 2011)
or the gut peristaltic in mammals. Moreover, both barley and oat have high soluble dietary fibre (SDF),
mainly beta glucan (Jacqueline et al., 2014). The soluble fraction of beta glucan increases gut viscosity
and impairs the digestibility of nutrients. Using exogenous glucanase can overcome this problem and
the glucan oligosaccharides, products of the enzymatic degradation have prebiotics, improving gut
health and the immune system (Jha et al., 2019). The main objective of this study was to compare the
fibre composition, the variance and interactions of these components and the correlation between grain
viscosity and the different soluble fibre components.

Materials and methods

36 winter barley (WB) and spring oat (SO) and 35 winter oat (WO) variety were cultivated at E6tvos
Lorand Research Network, Agricultural Research Centre, Martonvasar, Hungary. The chemical analysis
procedures were conducted according to the official methods crude fibre (CF) (ISO 6865:2001), neutral
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detergent fibre (NDF) (ISO 16472:2006) acid detergent fibre (ADF) (ISO 13906:2008), insoluble dietary
fibre (IDF), soluble dietary fibre precipitable in 78% aqueous ethanol (SDFP) (AOAC 2011.25). The total
B-glucan concentration was determined according to the method of Bach Knudsen (1997).The acid
extract grains viscosity was analyzed as described by Svihus et al. 2000, using Brookfield DV II+
viscometer. The fibre fractions of grains were compared with one way of ANOVA using the SPSS 23.0
software. The level of significance was set at P < 0.05. The variances of measured parameters were
expressed by the coefficient of variation (CV). Linear regressions model was used to determine the
possible relationship between the fibre fractions and grain viscosity.

Results and discussion

The crude fibre content of the oat samples was more than 10%, twice as big as that of the barley (Table
1.). CF of spring and winter oats were close to each other, however the difference was significant. The
CF, NDF and ADF values of the present study are close to the results of Rodehutscord et al. (2016). The
variance of CF of barley varieties was higher than the variance of oats. Similar tendencies were found
for NDF and ADF and IDF. The NDF content of the two oat groups was similar, but the ADF and IDF
content of winter oats significantly exceeded the amount of these fibre fractions of spring oats. The
soluble fibre content of barley is significantly higher than that in the two oat groups. In all groups the
variance of SDFP and grain viscosity were the highest. The range of SDFP in winter oats was for example
between 1.83 and 4.69%. The SDFP content of barley in our trial was less (3.96%) than the soluble
NSP fraction of barley in the paper of Rodehuscord et al. (2016) (5.06%). The B-glucan content of
barley was also significantly higher in our study. The range of this parameter agreed with the literature
data (Jeroch et al., 2013, Rodehutscord et al., 2016). In spite of the similar trends in SDFP and B-
glucan, the grain viscosity of barley and winter oats was similar, but significantly higher than that of
spring oats. Although there is no standardised procedure for the measurement of grain viscosity, the
acid extract viscosity procedure was used in this trial as described by Svihus et al. (2000). In contrast
with the results of Svihus et al. (2000), in our case WB contained higher amounts of soluble fibre
(3.96%) than oats (2.69% of WO and 2.79% of SO) and had higher grain viscosity (9.01 mPa s of
barley; 8.53 mPa s of WO and 6.64 mPa s of SO). The grain viscosity values of Svihus et al. (2000)
were much higher (25.5 mPa s of barley and 37.4 mPa s of oats.

Table 1. Fibre composition and grain viscosity of barley and oat varieties

CF NDF ADF IDF SDFP B-Glucan Viscosity

% DM basis mg/g (mPa s)
_ Mean 4.52¢ 18.83 5.42¢ 14.89° | 3.96° 46.09° 9.01°
‘éV'”tfr Min 2.89 14.67 3.71 12.26 2.94 31.85 5.50
(r?;%) Max 5.98 23.82 6.88 1823 | 534 57.67 15.60
V% 16.21 12.71 15.01 10.61 | 18.35 12.42 27.05
_ Mean 10.29° | 29.577 | 13.13° | 28.14° | 2.69° 34.24° 8.53°
g’;rt‘ger Min 8.43 24.09 10.66 9.55 1.83 28.25 6.04
(hess) | Max 12.01 40.08 14.74 33.16 4.69 42.29 12.50
V% 7.69 10.56 6.81 1464 | 24.17 10.82 18.15
<o Mean 10.822 | 29.772 | 12470 | 30070 | 279 32.68 6.64°
A Min 8.82 2550 | 1098 | 19.96 1.85 26.44 4.42
(n=36) | Max 12.29 34.78 14.45 38.53 3.77 39.76 9.78
V% 7.48 6.83 7.83 13.34 | 17.90 10.13 18.28

a-c Means within a column not showing common superscript letter are significantly different between grain types.

Seite 204 19. BOKU-Symposium Tierernahrung 2021



Rawash et al.: Evaluation the fibre composition and grain viscosity of different spring oat, winter oat and winter
barley varieties

Correlation between the different fibre fractions and grain viscosity

Data in Table 2. shows the significant correlations in WB. CF was positively correlated with ADF, but
surprisingly the correlation between NDF and CF was negative. Since both NDF and CF contains only
insoluble fibre, this result could be the reason of the inaccuracies of the CF determination. There is a
negative interaction between CF and SDFP and NDF and SDFP. Since the main soluble fibre fraction in
SDFP is soluble B-glucan, the negative correlation between the B-glucan content and ADF and NDF is in
line with the CF and SDFP correlation. On the other hand, it is difficult to explain the negative relationship
between B-glucan and SDFP. No significant correlation was found between the fibre categories and the
viscosity of WB grains. It is in opposite with finding of Svihus et al. (2000), who find significant positive
correlation between grain viscosity and the soluble fibre content of the grain. The reason for this con-
tradiction could be the very high variance of viscosity values in our case.

Table 2. Significant correlations between the fibre categories in winter barely

Winter Barely

Equation r2 Sig
CF = 57.99 - 1.528 x NDF 0.432 0.000
CF = 1.346 + 5.146 x ADF 0.566 0.000
CF = 42.38 — 3.327 x SDFP 0.188 0.008
B-Glucan = 63.27 — 0.918 x NDF 0.140 0.027
B-Glucan = 65.15 — 3.45 x ADF 0.242 0.003
B-Glucan = 34.97 — 2.837 x SDFP 0.120 0.042
NDF = 8.098 — 0.678 x SDFP 0.366 0.000
ADF = 1.292 + 0.277 x IDF 0.289 0.001

Compared with WB and SO, less significant correlations were found in the case of WO (Table 3.). Sur-
prisingly, similarly to barley, in both oat groups also negative correlation was found between CF and
NDF. In oats, as expected positive correlation exist between the grain viscosity and the B-glucan con-
tent, which means in oats soluble B-glucan is the main fibre fraction that responsible for the viscosity.
Svihus et al. (2000) found positive correlation between viscosity and soluble fibre also for oats. In both
oat groups negative trend was found between IDF and SDFP and in spring oats also between NDF and
SDFP. These data are in agreement with those of Svihus et al. (2000). In winter oat samples the (-
glucan content was positively correlated also with IDF.

Table 3. Significant correlation between the fibre categories and viscosity in oats

Winter oat
Equation 7 Sig
CF = 78.391 - 1.137 x NDF 0.617 0.0001
CF = 15.327 + 2.242 x ADF 0.197 0.008
B-Glucan = 26.749 + 0.878 x viscosity 0.135 0.030
B-Glucan = 23.22 + 0.392 x IDF 0.195 0.008
IDF = 35.96 - 2.911 x SDFP 0.211 0.005

Spring oat
Equation r? Sig
CF = 59.77 — 0.598 x NDF 0.157 0.017
CF = 18.480 + 1.884 x ADF 0.361 0.000
B-Glucan = 26.32 + 0.958 x viscosity 0.123 0.036
CF =52-0.33 x IDF 0.191 0.008
NDF = 20.94 + 0.293 x IDF 0.336 0.000
IDF = 37.32 — 2.60 x SDFP 0.105 0.05
NDF = 34.70 — 1.77 x SDFP 0.189 0.008
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Conclusion

From the data of this study it can be concluded, that barley and oats are similar feedstuffs because of
their hulls and therefore higher structural fibre and high content. On the other hand, the fibre compo-
sition and the variance of these fibre components are different. The most important findings of this
study could be that oats contain about twice higher structural fibre than winter barley. On the other
hand, the B-glucan and SDFP content and grain viscosity of WB are significantly higher. The feed tables
usually do not distinguish winter and spring oats. Our results proved, that beside the differences in yield
and protein content, there are also some fibre characteristics of WO and SO. WO contains more CF and
IDF than SO. In spite the B-glucan and SDFP content of both WO and SO are similar, the grain viscosity
of winter oats was significantly higher.
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Abstract

According to feed value tables or nutritional value tables maize kernels are described with an average
protein content of 8.7 — 9 % in fresh matter (Souci et al. 2016; LK 00, 2016; KirchgeBner et al., 2011,
DLG, 1997). However, protein analyses in recent years obtained an average content of 7,8 % in fresh
matter, ranging from 7,0 — 9,4 %. The aim of the present project (Mais-XP, DaFNE: 101351) is to
evaluate the protein content and the protein quality of the Austrian maize assortment in order to obtain
more actual data. Therefore, during the project period (2018 — 2021), approx. 400-500 protein and
approx. 200 amino acid analyses are performed annually. Analyses of the Austria grain maize assortment
of 2018 — 2020 resulted in an average protein content of 6,6 — 10,8 % per kg dry matter. The protein
content of 10,2 % in dry matter (around 9 % in fresh matter) as laid down in some feed value tables,
was hardly achieved. Early maturity groups showed higher protein contents than late maturity groups,
whereas late maturity groups displayed higher protein yields than varieties of early maturity groups due
to higher kernel yield. Differences between the varieties in the protein and the amino acid content were
observed. Furthermore interrelations between different amino acids were also identified.

Einleitung

Im Zuge eines Projektes Mais-XP (DaFNE: 101351), finanziert durch das Bundesministerium fiir Land-
wirtschaft, Regionen und Tourismus und den Landesregierungen Karnten, Burgenland, Niederdster-
reich, Oberdsterreich und Steiermark wird eine Neubewertung des Protein- und Aminosauregehalts des
Osterreichischen Kérnermaissortiments vorgenommen.

Die Ergebnisse bieten dem Landwirt eine neue Datenbasis um Optimierungen der Futterrationsberech-
nung fir die Kulturart Mais vorzunehmen. Insbesondere bei Futterrationen mit einem hohen Maisanteil
sind aktuellere Empfehlungen notwendig, um nachhaltig, 6konomisch und dem Leistungsniveau der
Tiere entsprechend fiittern zu kénnen. Proteininbalancen fiihren im tierischen Organismus aufgrund der
niedrigen biologischen Wertigkeit zu geringer Verwertung. Die nicht verwertbaren Aminosauren werden
als Harnstoff vom Tier ausgeschieden und kdnnen als Giille auf landwirtschaftlichen Flachen ausge-
bracht, zur Stickstoffbelastung der Umwelt beitragen. Durch die Aufnahme des Kriteriums Proteingehalt
in die dsterreichische Sortenzulassung von Kérnermais kann die Eignung der Sorte als Futtermais oder
Energiemais festgestellt werden.

Ziel des Projektes ist es, aktuell giiltige Gehalte von Protein und Aminosduren im Kérnermais zu erar-
beiten, um den Landwirten eine Entscheidungshilfe fiir die Auswahl der anzubauenden Sorten zur Ver-
figung zu stellen. Eine Projektlaufzeit von drei Jahren stellt sicher, dass Einfliisse von Klima, Boden,
Umwelt sowie Standortunterschiede ausreichend beriicksichtigt werden.
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Material und Methoden

Jahrlich werden ca. 400 - 500 Proben der rund 800 Kérnermaisproben des zweiten Wertpriifungsjahrs,
welche der AGES aus den Sortenversuchen vorliegen, auf den Rohprotein- und Feuchtegehalt unter-
sucht. Des Weiteren werden davon ca. 200 Proben zusatzlich auf deren Aminosauregehalte analysiert.
Die ausgewdahlten Sorten gehoren den relevanten Reifegruppen in Osterreich (friih reifend, mittelfriih
reifend, mittelspat reifend, spat reifend) an, die in Versuchsserien an Versuchsstandorten der relevanten
Anbauregionen fiir Mais angebaut werden.

Der Feuchtegehalt wird gravimetrisch durch den Trockenverlust innerhalb von 24 Stunden bei 130 £2
°C gemaB Verordnung (EG) 152/2009 Anhang III.A idgF. ermittelt. Die Bestimmung der Rohproteins
erfolgt durch Verbrennung der Probe gemaB ICC-Standard Nr. 167 und der Umrechnung des Stickstoff-
gehalts auf den Proteingehalt mit dem Faktor 6,25. Als Norm fiir die Gehaltsermittlung der Aminosauren
dient die Verordnung (EG) 152/2009 Anhang III.F bzw. Anhang III.G idgF.

Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abbildung 1 ersichtlich, konnten die Rohproteingehalte von 10,2 % in der Trockenmasse (TM)
der Futterwerttabellen durchschnittlich nicht erreicht werden (DLG, 1997; KirchgeBner et al., 2011). Die
Analysen der Proben aus den Jahren 2018 — 2020 zeigen einen mittleren Rohproteingehalt von 8,5 %
(6,6 — 10,8 %) in der TM. Die Rohproteingehalte in den friihen Reifegruppen sind héher als die Gehalte
in den spadten Reifegruppen, wobei im Jahr 2018 dieser Effekt am starksten ausgepragt war. Im Gegen-
satz dazu sind die Proteinertrage in den spaten Reifegruppen héhere als in den friihen Reifegruppen.
Die Reifegruppe I hat im Jahr 2020 einen mittleren Rohproteinertrag von 10,1 dt/ha gezeigt (2019: 9,2
dt/ha; 2018: 10,8 dt/ha), wohingegen die Reifegruppe IV einen Mittelwert von 10,8 dt/ha (2019 und
2018: 11,3 dt/ha) aufweist.
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Abbildung 1: Durchschnittliche Rohproteingehalte (% in Trockenmasse) und Rohproteinertrage (dt/ha) je Reife-
gruppe aus den Jahren 2018 — 2020

Einzelne Sorten der Proben aus dem Jahr 2018 und 2019 zeigen Trends unabhangig dem Abbauort. So
weisen Sorten mit hohen Proteingehalten diese (ber alle Standorte hinweg auf und umgekehrt. Des
Weiteren wurde festgestellt, dass einzelne Sorten sowohl hohe Proteingehalte als auch hohe Proteiner-
trage aufweisen. Beinahe in allen Reifegruppen gab es auch Sorten, die hohe Proteingehalte aufwiesen,
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jedoch vergleichsweise niedrige Proteinertrage. Beim Vergleich der Ertragsleistungen von Sorten der-
selben Reifegruppe sind allerdings auch die Reifeunterschiede innerhalb dieses Reifebereiches zu be-
riicksichtigen.

Die Ergebnisse aus den Aminosaureanalytik der Proben aus 2018 und 2019 zeigen, dass die Gehalte an
Methionin, Threonin und Tryptophan im GroBen und Ganzen den der Literatur angegebenen Gehalte
entsprechen (siehe Abbildung 2). Geringere Gehalte als erwartet wurden in beiden Jahren bei Tyrosin
und Leucin ermittelt. Dem entgegengesetzt wiesen unsere Analysen héhere Gehalte an Lysin und Cys-
tein nach, als von KirchgeBner et al. (2011) publiziert.

Ebenso wie die Rohproteinuntersuchungen zeigten auch die Ergebnisse der Aminosauren aus dem Jahr
2018 und 2019 eine Verdiinnung der Aminosduregehalte absteigend von Reifegruppe I - IV. Prinzipiell
konnte erwartungsgemaB beobachtet werden, dass Sorten mit einem hohen Proteingehalt einen hohen
Aminosauregehalt aufweisen und umgekehrt. Korrelationen (r 20,75 oder gréBer) konnten zwischen
den basischen Aminosauren Lysin und Arginin, den schwefelhaltigen Aminosauren Methionin und Cys-
tein sowie den verzweigtkettigen Aminosauren Valin und Isoleucin festgestellt werden.
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Abbildung 2: Prozentueller Anteil der Aminosauren am Aminosauregesamtgehalt der Jahre 2018 & 2019

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse bestdtigen die Vermutung der letzten Jahre, dass die Protein- und Aminosduregehalte
im Kérnermais in den Futterwerttabellen bei dem zunehmenden Ertragsniveau moderner Sorten haufig
Uberschatzt werden. Diese Erkenntnisse sind vor allem fiir Landwirte im Zuge der Rationsgestaltung zu
beriicksichtigen und leisten somit einen Beitrag zur besseren Nutzung von heimischen EiweiB. Die Pro-
teingehalte aus den Jahren 2018 und 2019 lassen derzeit darauf schlieBen, dass bei der Reifegruppe I
ein zu hoher Stickstoffentzug von 0,5 kg, bei den Reifegruppen II und III ein Stickstoffentzug von 1 kg
und bei der Reifegruppe IV von 2 kg pro Tonne angenommen wird (Basis 13 kg N-Entzug pro Tonne
Kérnermais bei 14% Feuchte im ,Vorbeugenden Grundwasserschutz" im OPUL). Bei einem Ertrag von
10 Tonnen pro Hektar verbleiben somit 5 — 20 kg Stickstoff mehr am Feld, die nicht mit der Ernte
abgefiihrt werden. Dieser Stickstoff kann ausgewaschen werden oder in Form von Lachgas zu klimare-
levanten Emissionen beitragen. Die derzeitigen Ergebnisse und die Aufarbeitung der Daten in den kom-
menden Monaten erméglichen unter Beriicksichtigung von Klima, Boden, Umwelt und Standort nach
Projektabschluss eine fundierte Aussage zu Protein- und Aminosduregehalte im Kérnermaissortiment in
Zusammenhang mit den diskutierten Fragestellungen.
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Abstract

Soybeans are widely used in human and animal nutrition due to their high protein content and valuable
amino acid profile (Paulsen 2008). Raw soybeans contain anti-nutritional substances including trypsin
inhibitors which lower the activity of the digestive enzyme trypsin and reduce the digestibility of main
ingredients, minerals and vitamins in mammalian organisms (Brugger et al. 2019). The trypsin inhibitor
activity (TIA) has been established as an important quality criterion for soybeans and derived products
that are used in animal feed. The uptake of nutritive substances in the digestive system can be improved
by heat treatment of raw soybeans (Sueiro et al. 2015). Several procedures to measure TIA have been
developed where enzymatic assays are most widely used to determine whether the heating procedure
was sufficient or not (Avilés-Gaxiola et al. 2018). The standard method ISO 14902 describes an enzy-
matic assay to determine the Trypsin inhibitor activity that works with high volumes of expensive rea-
gents and is limited to a small number of samples due to inconvenient handling. Therefore, the aim of
this study was to miniaturize the photometric assay to a microtiter scale. The outcome should be a
simple protocol for convenient handling of a larger number of samples accompanied by lower costs for
expensive chemicals. Many experiments were carried out to develop a method with reproducible and
comparable results to the standard method. These tests included changes of the incubation time, incu-
bation temperature and the final test volume. Results indicate that comparable TIA levels can be meas-
ured by conducting the microtiter assay and the standard method.

Einleitung

Sojabohnen werden aufgrund ihres hohen EiweiBgehaltes und ihres wertvollen Aminosaureprofils viel-
faltig in der menschlichen und tierischen Ernahrung eingesetzt (Paulsen 2008). Rohe Sojabohnen ent-
halten neben ihren Hauptkomponenten auch antinutritive Stoffe (ANF), die die Verdaulichkeit gewisser
Inhaltsstoffe, Mineralstoffe und Vitamine herabsetzten kdnnen. ANF sind sekundare Pflanzeninhalts-
stoffe, die im Pflanzenstoffwechsel als Wachstumsregulatoren, Abwehrstoffe gegen FraBfeinde und
Krankheiten oder als Schutz vor UV-Strahlung fungieren (Strnad 2012; Asam et al. 2014). Fir eine
optimale Nahrstoffaufnahme, muss Futtersoja durch Verfahren wie Toasten, Extrudieren, Expandieren
oder Dampfbehandeln erhitzt werden, wobei die hitzelabilen ANF reduziert werden. Dieser Vorgang
sollte dennoch so schonend wie moglich erfolgen, um einer Proteinschadigung bzw. Verringerung der
Bioverfiigbarkeit an essentiellen Aminosauren wie Lysin weitestgehend entgegenzuwirken. Eine opti-
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male Hitzebehandlung ist daher wesentlich fiir eine hohe Proteinqualitat und verbesserte Nahrstoffauf-
nahme, die wiederum unmittelbar mit dem Wachstum und der Leistungsfahigkeit der Tiere korreliert
(Asam et al. 2014; Strnad 2012)

Verschiedenste analytische Methoden wurden entwickelt, um die Qualitat von rohen und getoasteten
Sojabohnen zu bewerten (Avilés-Gaxiola et al. 2018), wobei je nach Einsatzzweck unterschiedliche An-
forderungen gestellt werden bzw. andere Qualitatskriterien gelten. Neben der visuellen Bonitur und der
Inhaltsstoffanalytik (Proteingehalt, Aminoséureprofil, Ol- und Kohlenhydratgehalt), sind fiir Sojabohnen,
die fiir Fitterungszwecke bestimmt sind, auch ANF von groBer Bedeutung. Bekannte Methoden zur
Beurteilung der Qualitat als Futtermittel sind zum Beispiel die Analytik der TIA, der Ureaseaktivitat, der
Proteinloslichkeit in Wasser und KOH oder auch der Kresolrottest (ISO 14902 ; Asam et al. 2014;
VDLUFA 1976; 1SO 14244).

Die wichtigsten Vertreter von ANF in Sojabohnen sind Trypsin-Inhibitoren (TI), Proteasen, die die Akti-
vitat der Verdauungsenzyme Trypsin und Chymotrypsin herabsenken, wodurch die Aufnahme und Ver-
daulichkeit von Proteinen im Organismus von Sdugetieren verringert wird (Brugger et al. 2019). Eine
bekannte Methode zur Messung die TIA ist in der Normmethode ISO 14902 beschrieben (ISO 14902).
Die Anwendung diese Methode ist jedoch zeit- und kostenintensiv, da teures Substrat verwendet wird
und haufig mehrere Messungen mit unterschiedlichen Probenverdiinnungsstufen notwendig sind, um
den richtigen Messbereich ausfindig zu machen. Zudem ist es schwierig eine gréBere Anzahl an Proben
gleichzeitig zu bearbeiten, da die Handhabung nicht praktikabel ist.

Ziel diese Studie war daher die Methode so zu modifizieren und zu optimieren, dass ein héherer Pro-
bendurchsatz bzw. eine bessere Anwendbarkeit in der Routineanalytik méglich ist. Deshalb wurde die
Miniaturisierung der Analytik als Mikrotiterplatten-Assay getestet. Dieser Ansatz ermdglicht das Arbeiten
mit kleinen Volumina, wodurch Kosten flir teure Reagenzien eingespart werden. Zudem kénnen mehrere
Verdiinnungsstufen von einer Probe auf einmal analysiert und spektralphotometrisch gemessen werden,
was eine hohe Zeitersparnis mit sich bringt.

Material und Methoden

Unterschiedliche rohe und geréstete Sojaproben wurden schonend auf < 0,5 mm vermahlen, ohne die
Probe dabei zu erwdrmen. Die Proben wurden gemaB Protokoll der ISO 14902 extrahiert und einerseits
laut Normvorschrift analysiert und andererseits mit dem miniaturisierten Assay gemessen.

Die Bestimmung der TIA (mg/g) gemaB ISO 14902 ist ein enzymatischer Assay, bei dem die Aktivitats-
abnahme von Trypsin bei Anwesenheit von Trypsininhibitoren aus dem Sojabohnenextrakt bestimmt
wird. Im Testansatz hemmen die im Extrakt enthaltenen Trypsin-Inhibitoren zugesetztes Trypsin. Die
verbleibende Trypsinaktivitdt wird mit Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroanilid (L-BAPA) als Substrat bei 37 °C
gemessen, wobei die Menge an freigesetztem p-Nitroanilids spektrophotometrisch bei 410 nm bestimmt
wird. Die Analytik wird laut Norm im 10 ml Testansatz durchgefiihrt und es werden nur TIA Ergebnisse
akzeptiert, die im Inibierungsbereich von 40-60 % Trypsininhibierung im Vergleich zum nicht inhibierten
Trypsin gemessen werden.

Die Messung der Proben mittels modifizierter Methode wurde in einer 96 Well Mikrotiterplatte durchge-
fahrt. Unterschiedliche Testvolumina (100-300 pl), Inkubationszeiten (12-20 min) und Temperaturen
des verwendeten Thermoschiittlers (37-48 °C) wurden getestet, um den Einfluss dieser Parameter auf
das Messergebnis zu ermitteln. Zusatzlich wurden Temperaturkurven der Testansatze beider Methoden
aufgenommen und verglichen, um sicherzustellen, dass diese liberstimmten, da die Temperatur einen
groBen Einfluss auf die Aktivitat des im Testansatz vorhandenen Enzyms Trypsin hat. Es wurden mit
beiden Methoden unterschiedliche Verdiinnungen einer Probe gemessen, um die Wahrscheinlichkeit zu
erhéhen im richtigen Inhibierungsbereiches zu messen. Die Messung mehrerer Ansatze gleichzeitig er-
wies sich in der Mikrotiterplatte als weitaus praktikabler und schneller, als die Analytik in den Reak-
tionstubes.
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Ergebnisse

Durch die Anpassung verschiedener Parameter, die die enzymatische Reaktion beeinflussen (wie Inku-
bationszeit, -temperatur und Testvolumen), konnten vergleichbare Ergebnisse zwischen Normmethode
und Mikrotiterplatten Methode erzielt werden. Als Grenzen fiir vergleichbare Messergebnisse wurden
aus der Norm 14902 (fuir TIA Werte < 10 mg/g) und aus eigenen Validierungsstudien (fiir TIA Werte >
10 mg/q) folgende erlaubte Abweichungen der Ergebnisse bei Durchfiihrung einer Doppelbestimmung
festgelegt:

Tabelle 1: Erlaubte Abweichung bei Doppelbestimmung (mg/g)

TIA (mg/g) Erlaubte Abweichung bei Doppelbestimmung (mg/g)
0,5-10,0 1,0
10,1-20,0 1,5
> 20,1 2,0

In Tabelle 2 sind Ergebnisse aus Vergleichsmessungen der Normmethode ISO 14902 und der Mikroti-
terplatten Methode gegenibergestellt, wobei die TIA Werte bei 40-60 % Trypsin-Inhibierung gemessen
wurden:

Tabelle 2: Ergebnisse Vergleichsmessungen beider Methoden

Normmethode ISO 14902 Mikrotiterplatten Assay

TIA (mg/g) TIA (mg/g)
Probe 1 3,4 3,3
Probe 2 2,1 1,6
Probe 3 55 53
Probe 4 (Rohbohne) 24,5 22,4

Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Anwendung des Mikrotiterplatten Assays und der Normmethode ver-
gleichbare TIA Ergebnisse erzielt werden. Die Ergebnisse der entwickelten Methode lagen durchwegs
innerhalb der in Tabelle 1 beschriebenen Grenzen.

Die Entwicklung des Mikrotiterplatten Assays ist jedoch stark von den verwendeten Geraten abhangig.
Da besonders die Temperatur die Aktivitdt von Trypsin beeinflusst, muss zur Erzielung von vergleichba-
ren und reproduzierbaren Ergebnissen sichergestellt werden, dass in den Testansatzen beider Methoden
vergleichbare Reaktionsbedingungen (vor allen Inkubationstemperaturen) vorliegen. Die Temperatur
(im Wasserbad, Schiittelinkubator, Thermoschiittler) soll so eingestellt werden, dass im Testansatz eine
Temperatur von 37 °C vorliegt.

Das Verfahren kann sowohl bei rohen Sojabohnen angewendet werden, um ziichterische Unterschiede
der einzelnen Sorten zu ermitteln als auch bei getoasteten Sojabohnen, um die Wirksamkeit der Hitze-
behandlung zu beurteilen. Rohe Bohnen enthalten TIA Werte von circa 25 mg/g. Fir die Beurteilung
einer ausreichenden Behandlung gibt es unterschiedliche Empfehlungen. Oft wird eine Aktivitdt von
maximal 4-5 mg/g flr adulte Tiere und 2-3 mg/g fir Jungtiere genannt (Asam et al. 2014).

Schlussfolgerung

Die Umsetzung der TIA Analytik als Mikrotiterplatten Assay bringt besonders fiir die Routineanalytik eine
enorme Zeitersparnis mit sich und die Messung mehrerer Proben gleichzeitig mittels Mikrotiterplatte
ermdglicht einen weitaus hoheren Probendurchsatz als die Anwendung des ISO Protokolls.
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