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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Biotin wird wie alle Vitamine des B-Komplexes von den Mikroorganismen im Pansen von
Wiederkauern gebildet. Diese ruminale mikrobielle Synthese wird allgemein zusammen mit
der mit dem Futter aufgenommenen Menge Biotin als versorgungssichernd angesehen.

Bei hochleistenden Milchkiihen bestehen diesbezuglich jedoch Zweifel, da Biotinsupplemen-
tierungen des Futters in zahlreichen Untersuchungen positive Effekte zeigten, die sich be-

sonders auf die Klauengesundheit und teilweise auch auf die Milchleistung bezogen.

Der erstgenannte Effekt hat dabei die groRere wirtschaftliche Bedeutung. So ist z. B. in deut-
schen Milchviehbestanden in den letzten 25 Jahren keine Abgangsursache so Uberproporti-
onal angewachsen wie Klauen— und Gliedmafienschaden (DISTL UND SCHMID 1994). Nach
LOTTHAMMER (2000) liegen die Abgange aus diesen Grinden mit 16 % aller Abgange an
zweiter Stelle hinter Fruchtbarkeitsproblemen. Die Kosten fir Behandlungen von Lahmheiten
sowie die Verluste aus Abgangen, LeistungseinbulRen und behandlungsbedingter Milchsper-
re kdnnen in Abhangigkeit von der Schwere der Lahmheit bis zu ca. 177 Euro pro Tier und

Jahr betragen (KUMPER 1998).

Wie bereits erwéhnt, besteht Ungewissheit, ob die Biotinversorgung, die Uber das Futter und
die enterale mikrobielle Synthese stattfindet, immer ausreicht, um z. B. bei der Milchkuh die
besonders zu Beginn der Laktation ablaufenden biotinabh&ngigen lipo- und besonders auch
gluconeogenetischen Prozesse ausreichend abzudecken (WHITEHEAD 1991).

Aufgrund mangelnder Kenntnisse kdnnen gegenwartig noch keine exakten Empfehlungen
zur Versorgung bzw. zum Bedarf an B-Vitaminen fir Wiederkduer angegeben werden
(FLACHOWSKY 1999).

Daher sind spezielle Untersuchungen erforderlich, mit deren Hilfe Uberprift werden kann, ob

die ruminale Eigensynthese zur Bedarfsdeckung ausreicht.

Als wesentlicher Einflussfaktor auf die Biotinumsetzungen im Pansen gilt das Verhaltnis von
Raufutter zu Konzentrat der gefltterten Ration (MILLER ET AL. 1986; ABEL ET AL. 2001), aber
vermutlich auch die abbaukinetischen Eigenschaften, also die Geschwindigkeit des fermen-
tativen Abbaus der eingesetzten Futterkohlenhydrate im Pansen sowie die GréRe und Zu-
sammensetzung der Protozoenpopulation.

In der vorliegenden Arbeit stehen die Einflisse dieser drei Faktoren auf die Zusammenhange
zwischen den mikrobiellen Stoffwechselvorgangen im Pansen und dem Biotinstatus bzw.
dem Biotinfluss in das Duodenum im Mittelpunkt des Interesses, die durch systematische
Untersuchungen mit Hilfe der Pansensimulationstechnik RUSITEC und an duodenalkandilier-

ten Milchkiihen erfasst wurden. Dazu wurden Fermentations- und Syntheseleistungen ge-
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messen, Biotinbilanzen errechnet und Biotinflussmessungen am Dunndarm der Kihe durch-
gefluhrt.

Die Untersuchungen sollen so einen Beitrag zur Erweiterung der Kenntnisse Uber den Bitin-
haushalt des mikrobiellen Pansenstoffwechsels und zur Biotinversorgung von Milchkiihen

liefern.
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2. Literaturtbersicht

2.1 Chemisch-physikalische Charakterisierung von Biotin

Biotin gehort zu den Vitaminen des wasserl6slichen B-Komplexes und wurde in der Literatur
auch Vitamin H, Hautvitamin, Coenzym R und antiseborrhoisches Vitamin genannt (BITSCH
UND BARTEL 1994).

Chemisch gesehen handelt es sich um eine Kombination aus Harnstoff, Thiophen und Vale-
riansaure. DU VIGNEAUD ET AL. (1942) erkannten die chemische Struktur des Biotinmolekuls
als cis-Hexahydro-2-Keto-1H-Thienol[3,4]imidazol-4-Valeriansdure mit der Summenformel
C10H16N203S, charakterisiert durch einen Imidazol- und einen Thiophenring, die miteinander
kondensiert sind.

Das Biotinmolekil mit seinen drei asymmetrisch angeordneten Kohlenstoffatomen kommt in
vier diastereoisomeren Formen vor, namlich als Biotin, Allobiotin, Epibiotin und Epiallobiotin,
jedes davon sowohl als D- und L-Enantiomer. Es ergeben sich so insgesamt 8 optisch aktive
Formen fur die Struktur, von denen lediglich das D-(+)-Biotin biologisch aktiv ist (GYORGY
UND ZILLIKEN, 1974).

Abbildung 1 stellt die Strukturformel des D-(+)-Biotins dar.

Harnstoff

Valeriansaure

Abb. 1 Strukturformel von D-(+)-Biotin

Biotin kristallisiert in langen, weil3lichen Nadeln aus wassrigen Losungen. Der Schmelzpunkt
liegt bei 232 bis 233°C. Es ist in kaltem Wasser schwerer I6slich als in warmem (ca. 220 mg

bzw. 0,9 mmol pro 11 H,O bei 25°C), ferner ist es I6slich in verdiinntem Alkohol und 95%igem
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Ethanol (ca. 800 mg bzw. 3,27 mmol pro 1 | 95%-igem Ethanol), wohingegen es in anderen
organischen Losungsmitteln und Fetten unléslich ist.

Biotin ist hitzebestandig und in neutralen und maRig sauren Losungen fir mehrere Monate
stabil, ebenso in leicht basischen Lésungen bis zu einem pH-Wert von ca. 9.

Starke Sauren und Basen, Formaldehyd und ultraviolettes Licht zerstoren, ranzige Fette und

Cholin inaktivieren es (SCOTT ET AL. 1982).

2.2 Funktionen von Biotin im Stoffwechsel

2.2.1 Biotin als Bestandteil von Carboxylasen

Biotin erflllt seine wichtigste Funktion im Stoffwechsel als prosthetische Gruppe von Carbo-
xylasen. Das Vitamin kann CO, wahrend des Carboxylierungsvorgangs bis zur Abgabe an
das Substrat voriibergehend im Enzym fixieren und halten (WHITEHEAD 1991).

Durch kovalente Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe des Biotin und der g-Amino-
gruppe eines spezifischen Lysinrestes des Enzymproteins (LYNEN 1967), welche durch die
Holocarboxylase-Synthetase (Klassifikationszahl E.C. 6.3.4.10) katalysiert wird, entsteht in
zwei Reaktionsschritten das sog. Biotinyllysin oder Biocytin. Gebundenes Biotin wirkt bei
bestimmten carboxylierenden Enzymen als Carrier fir CO,. Dabei liegt es in Form des sehr
labilen Carboxybiotin-Derivates vor.

Der Gesamtverlauf von Carboxylierungsreaktionen, an denen Biotin beteiligt ist, wird durch

die folgende Gleichung veranschaulicht (LEHNINGER1987):

ATP + HCOj3 + Biotinyl-Enzym <—> ADP + P; + Carboxybiotinyl-Enzym

Carboxybiotinyl-Enzym + Substrat «<—> Biotinyl-Enzym + carboxyliertes Substrat

ATP + HCOj; + Substrat <«—— ADP + P; + carboxyliertes Substrat

Fehlt die Holocarboxylase-Synthetase, wird keine der biotinabhangigen Carboxylasen gebil-
det, was fUr junges Leben letal wirkt (NYHAN 1987).

Carboxylasen von Mikroorganismen und hdheren Tieren weisen in der Nahe der Biotin-
Lysin-Bindung homologe Aminosauresequenzen auf, die evolutionsgeschichtlich auf einen
gemeinsamen Vorfahren verschiedener Carboxylasen hindeuten (DAKSHINAMURTI UND
CHAUHAN 1989).

Bei Saugetieren kommen vier biotinabhangige Enzyme vor, namlich Pyruvat-, Acetyl-CoA-,
Propionyl-CoA- und B-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase. Sie alle katalysieren die Aufnahme

von Bicarbonat in organische Verbindungen.
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Pyruvatcarboxylase (E.C. 6.4.1.1) spielt eine wichtige Rolle im Verlauf der Gluconeogenese
(JUNGERMANN UND MOLLER 1984). Sie katalysiert innerhalb der Mitochondrien die Umwand-
lung von Pyruvat zu Oxalacetat und Acetyl-CoA. Oxalacetat ist ein Zwischenprodukt in der
Biosynthese von Phosphoenolpyruvat und der Gluconeogenese, die hauptsachlich im Zell-
plasma der Leberzellen (85 - 90%) und in geringerem Mal3e auch in den Nierenzellen des
proximalen Tubulussystems (10 - 15%) stattfindet (KoLB 1989).

Neben der Bedeutung des Enzyms flr die Gluconeogenese hat es eine wichtige Funktion
innerhalb der Lipogenese: Das bei der Decarboxylierung von Pyruvat anfallende Acetyl-CoA
ist Ausgangsmolekul der Fettsaurensynthese. Es wird in den Mitochondrien gebildet, ist je-
doch nicht in der Lage, durch die Membran der Zellorganellen in das Zellplasma, den Ort der
Fettsdurensynthese, zu gelangen, sondern muss erst mit Oxalacetat zu Citrat kondensieren.
Dieses kann die Membran passieren und ins Zellplasma gelangen, wo es wieder in die Aus-
gangssubstrate gespalten wird und das Acetyl-CoA in den Stoffwechselpfad der Lipogenese
eintreten kann.

Pyruvat ist ferner ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Lactat und den Aminosau-
ren Alanin, Cystein, Glycin und Serin in Glucose, so dass eine Glucosesynthese aus diesen
Substraten ohne Pyruvatcarboxylase nicht stattfinden kann.

Pyruvatcarboxylase wird streng reguliert Uber die Konzentration an Acetyl-CoA. Aufgrund
seiner wichtigen Bedeutung fur den Energiemetabolismus hat dieses Enzym eine hohe Prio-
ritat fur Biotin, was sich darin zeigt, dass ein geringer Mangel dieses Vitamins die Enzymak-
tivitat nicht beeinflusst (ZEMPLENI UND MOCK 1999).

Ein Aktivitatsverlust der Pyruvatcarboxylase fiihrt zu einer Drosselung der Gluconeogenese
und folglich zu einer Anhaufung von Pyruvat und Lactat unter Verbrauch des Reduktions-
aquivalents NADH+H", was in der Leber einen Anstieg der NAD*/ NADH+H" -Relation zur
Folge hat (DEODHAR UND MISTRY 1969).

Acetyl-CoA-Carboxylase (E.C. 6.4.1.2), bei welcher als erstem Enzym Biotin als prostheti-
sche Gruppe nachgewiesen wurde (WAKIL UND GIBSON 1960), dient als Katalysator bei der
Umwandlung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA. Durch wiederholte Kondensationen, Redukti-
onen und Dehydrationen mehrerer Malonyl-CoA-Molekille werden im Zellplasma dann Fett-
sauren synthetisiert. Somit ist die Acetyl-CoA-Carboxylase das Schliisselenzym fir den zent-
ralen Stoffwechselpfad der Fettsdurenbiosynthese und unterliegt strengen Regulationsme-
chanismen. Aufgrund dieser wichtigen Bedeutung hat die Acetyl-CoA-Carboxylase eine hohe
Prioritat fur Biotin und bleibt von Schwankungen in der Biotinversorgung bis hin zu einem
schwerwiegenden Defizit unbeeinflusst (ZEMPLENI UND MOCK 1999).

Die durch Acetyl-CoA-Carboxylase katalysierte Reaktion ist der geschwindigkeitsbestim-

mende Schritt bei der Biosynthese der Fettsauren (LEHNIGER 1987), ein Aktivitatsverlust des
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Enzyms flhrt aber nicht nur zur Verlangsamung, sondern auch zu Stérungen im Ablauf der
Fettsaurensynthese. Es kann in Folge eine Erhéhung des Anteils an Palmitoleinsaure,
hauptsachlich auf Kosten von Stearinsdure, im Fettgewebe der Leber und anderer Organe
festgestellt werden.

Propionyl-CoA-Carboxylase (E.C. 6.4.1.3) ist am Propionatstoffwechsel beteiligt. Das aus
verschiedenen Stoffwechselprozessen stammende Propionat wird in Propionyl-CoA umge-
wandelt, welches dann intramitochondrial durch die katalytische Wirkung der Propionyl-CoA-
Carboxylase zu Methylmalonyl-CoA carboxyliert wird. Dieses wird Uber Succinyl-CoA weiter
in Oxalacetat umgewandelt und in den Zitronensaurezyklus aufgenommen (WOOD UND
BARDEN 1977). Propionat und Propionyl-CoA spielen bei Nicht-Wiederk&uern nur eine gerin-
ge Rolle, sie fallen dort intermediar nur bei der B-Oxidation von ungeradzahligen Fettsduren
sowie beim Abbau der Aminosauren Threonin, Valin, Methionin und Isoleucin an. Daher hat
bei biotinmangelversorgten Monogastriden die Aufrechterhaltung der Propionyl-CoA-
Carboxylase eine niedrigere Prioritdt als die von Pyruvat- und Acetyl-CoA-Carboxylase
(Mock 1999).

Bei Wiederkauern entsteht Propionat im mikrobiellen Stoffwechsel des Pansens und gilt als
wichtigster glucogener Vorlaufer. Wiederkauer sind bezlglich der Energieversorgung auf-
grund des ruminalen Abbaus von Glucose weitgehend von diesem Vorgang abhéngig
(WHITEHEAD 1991). Die Propionyl-CoA-Carboxylase hat somit bei Wiederk&duern eine hohe
Prioritat fur Biotin, da sonst bereits marginale Biotindefizite die Milchproduktion durch eine
reduzierte Gluconeogenese einschranken wirden (WEISS UND ZIMMERLY 2000).

Die Propionatbildung selbst ist beim Wiederkauer von der Fitterung abhangig: Wahrend
beim Einsatz raufutterreicher Rationen die Bildung tber den randomizing pathway, also Uber
Succinat verlauft (BALDWIN 1965), gewinnt bei konzentrat- und starkereicher Fitterung der
biotinunabhangige Acrylatweg an Bedeutung (SCHEIFINGER UND WOLIN 1973; RUSSEL UND
WALLACE 1988). Das Ausmal’d der Propionatbildung héngt dabei entscheidend von der An-
wesenheit methanogener Bakterien im Pansen ab, die den aus der Glycolyse anfallenden
Wasserstoff von den Reduktionsschritten der Succinat- und Propionatbildung auf Methan
umlenken (SCHEIFINGER ET AL. 1975; CHEN UND WOLIN 1977).

Die fMethylcrotonyl-CoA-Carboxylase (E.C. 6.4.1.4) ist am Abbau der Aminosaure Leucin
beteiligt. Sie katalysiert unter ATP-Verbrauch die Umwandlung von p-Methylcrotonyl-CoA zu
B-Methylglutaconyl-CoA. Endprodukte des Leucin-Abbaus sind Acetyl-CoA und Acetacetat
(BONJOUR 1991). Bei Biotinmangel wird ein anderer Stoffwechselpfad mit den Endprodukten
Methylcrotonyl-Glycin und 3-Hydroxy-Isovaleriat eingeschlagen. Da diese Sauren schon
nach einer kurzen Zeit des Biotinmangels in steigenden Mengen im Harn nachzuweisen

sind, wird die Prioritat fir Biotin als nur gering eingestuft (MOCK 1999).
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Erstes Anzeichen fur einen Biotinmangel ist generell eine verminderte Aktivitat der biotinab-
héngigen Enzyme in der Leber, nachgewiesen von ARINZE UND MISTRY (1971) bei Hiuhnern
und Ratten. Dies hat zur Folge, dass die betroffenen Stoffwechselwege verlangsamt ablau-
fen. Durch Zufuhr von Biotin wird die Aktivitat jedoch wieder in Gang gebracht, da die A-

poenzyme auch im Mangelzustand nicht abgebaut, sondern nur katalytisch inaktiv werden.

MILLIGAN ET AL. (1967) beobachteten bei ruminalen Mikroorganismen in vitro einen Riickgang
des Celluloseabbaus und der Produktion von Propion- und Essigsaure, wenn im eingesetz-
ten Medium das Biotin vollstéandig entzogen oder durch Avidin gebunden wurde. Dieser star-
ke Ruckgang der Propionatsynthese unter Biotin-Mangelbedingungen steht in Einklang mit
der schon erwahnten Beobachtung, dass die Hemmung von einem oder mehreren biotinab-
hangigen Enzymen auch die Propionatbildung beeinflusst. Das Untersuchungsergebnis von
SCHEIFINGER (1975) belegte ebenfalls, dass Bakterien des saccharolytischen Stammes Se-
lenomonas ruminantium Biotin fur die Decarboxylierung von Succinat zu Pyruvat benétigen,
die als eine der wichtigsten Reaktionen im Verlauf der Pansenfermentation angesehen wer-
den kann.

Abbildung 2 stellt noch einmal die biotinabhangigen Stoffwechselwege dar.

Mitochondrium Zellplasma

mpionyl-CoA <— Propionaf® Propionat

@ Pyruvat = > Pyruvat < > Lactat
Methyl- \

malonyl-CoA
Phosphoenol- ....... > | Glucose
@ pyruvat
\ Fettsauren
L7 Malat= > Malat .
v Oxalacetat :

A 4 )
Oxa!acetat Acetyl-CoA / Citrat — < @ \4

\ ‘%/ 7 Acetyl-CoA Mfélgzyl—

> Citrat

. . Acetat
Zitronensaurezyklus

® =Pyruvatcarboxylase; @ =Acetyl-CoA-Carboxylase ;® =Propionyl-CoA-Carboxylase; die
B-Methylcrotonyl-Carboxylase mit ihrer Beteiligung am Leucin-Stoffwechsel ist hier nicht aufgefiihrt

Abb. 2: Beteiligungen der biotinabhé&ngigen Enzyme an Gluconeo- und Lipoge-

nese nach WEISS UND ZIMMERLY (2000)
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2.2.2 Die Bedeutung von Biotin in Epidermiszellen und bei der Behandlung
von Lahmheiten

Biotin spielt eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung von Epidermiszellen in der Haut
(FRITSCHE ET AL. 1991) sowie bei der Synthese von Keratin in den Epidermiszellen (MULLING
ET AL. 1999a). Die im Hinblick auf die groR3en landwirtschaftlichen Nutztiere in diesem Zu-
sammenhang wichtigste Funktion von Biotin liegt in der Steigerung der Qualitdt des Zwi-
schenzellkittes der Hornzellen, wodurch direkt deren Elastizitat und Widerstandsfahigkeit
bedingt wird (SMART UND CYMBALUK 1997). Fur diesen Zellzusammenhang durch den Kitt
werden Lipide, insbesondere Glycolipide, verantwortlich gemacht (WERTZ UND DOWNIG
1983). MULLING ET AL. (1999b) verglichen die Lipidmenge und Fettsdurezusammensetzung
im Zwischenzellkitt der Klauen biotinmangel- und normalversorgter Kéalber. Die beobachtete
Verschlechterung der Struktur des Kittes wurde mit dem verzeichneten Rickgang der lang-
kettigen Fettsauren im Lipidanteil des Kittes der mangelversorgten Tiere erklart, was noch
einmal die Wichtigkeit der unter 2.2.1 beschriebenen Wirkung von Biotin als prosthetische
Gruppe von Schlusselenzymen der Lipogenese aufzeigt. MEYER ET AL. (2002) berichteten
ebenfalls von veranderten Fettsduremustern des Zwischenzellkittes zugunsten der langketti-
gen Fettsduren mit 18 oder mehr C-Atomen und verbesserter Klauenharte und -qualitat bei
biotinsupplementierten Kiihen im Vergleich zu unsupplementierten.

Biotinmangel beginstigt folglich generell das Auftreten von Klauenerkrankungen infolge der
verminderten Hornqualitat und férdert dadurch die Entwicklung von Hornspalten, losen Wan-
den und Ballenfaule (CAMPELL ET AL. 2000).

Biotinergdnzungen zum Futter zeigten bei Schweinen (BROOKS ET AL. 1977; WEBB ET AL.
1984; GEYER ET AL. 1984; BRYANT ET AL. 1985a,c) und Pferden (COMBEN ET AL. 1984;
KEMPSON 1990; JOSSEK ET AL. 1995) positive Wirkungen auf die Klauengesundheit.

Auch bei Rindern kénnen durch Biotinerganzungen Lahmheiten vermieden werden. DISTL
UND SCHMID (1994) verabreichten Milchkiihen Uber einen Zeitraum von 11 Monaten taglich
20 mg Biotin und verglichen die Klauengesundheit mit der von unbehandelten Kontrolltieren.
Der Biotinzusatz reduzierte die Haufigkeit von Sohlengeschwiren (Laminitis = Pododermati-
tis aseptica diffusa) und verbesserte die Harte des Klauenhorns. In einer anderen Untersu-
chung erbrachte die gleiche Supplementierung eine erhdhte Zugfestigkeit des Sohlenhorns
und des distalen Kronenhorns, aber keinen Effekt auf die Wachstumsrate des Klauenhorns
(ScHMIDT UND GEIER 1994). Dagegen konnte unter Feldbedingungen bei 160 Kihen und Ta-
gesgaben von 20 mg pro Tier kein Heilungsprozess bei Hornlasionen beobachtet werden,
jedoch wurde die Hornneubildung beschleunigt (HUNKELER ET AL. 1996).

VOIGT ET AL. (2000) fuhrten eine 18 Monate dauernde Langzeitstudie an Milchkihen durch, in

der Tagesgaben von 10 mg pro Tier das Auftreten von Sohlengeschwiren und Ballenfaule
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gegeniber unsupplementierten Tieren verminderten. Da die Ergebnisse erst gegen Ende der
Studie deutlicher hervortraten, hielten die Autoren die Hohe der Applikation fur zu niedrig, um
den positiven Effekt von Biotin vollstandig auszuschépfen.

Weitere Untersuchungen zum Einfluss von Biotingaben auf die Klauengesundheit sind in der

folgenden Tabelle 1 zusammengestellt.

Tabelle 1: Literaturtbersicht zu Auswirkungen von Biotinsupplementierungen auf die

Klauengesundheit von Milchkiihen nach KOFLER (2001)

Studie Dosis :
(ma/d) Ergebnisse
HOCHSTETTER 1998 20 Reduktion der Inzidenz von Dermatitis digitalis und
Sohlenblutungen nach 6 Monaten
MIDLA ET AL. 1998 20 Repluktlon _der Inzidenz von losen Wéanden an der
weil3en Linie nach 7 Monaten
Reduktion des Lahmheitsscore und Reduktion der
FITZGERALD ET AL. 2000 20 Behandlung wegen Klauenleiden nach 12 Monaten
HEDGES ET AL. 2001 20 Redulgh_on der Inzidenz von Erkrankungen der wei-
Ben Linie
POTZSCH ET AL 2003 20 Redul_<t|_on der Inzidenz von Erkrankungen der wei-
Ben Linie
BERGSTEN ET AL. 2003 20 R_eduktlon der Ingldenz von Sohlenblutungen, kein
Einfluss auf Hufrisse und —erosionen

Zu beachten bleibt dabei, dass die Biotinsupplementation Uber einen langen Zeitraum erfol-
gen muss, da eine Verbesserung der Hornqualitat nur in neu gebildetem und nachwachsen-
dem Horn eintritt, das Sohlen- und Ballenhorn jedoch ca. 3 bis 4 Monate und das Wandhorn
sogar 18 bis 20 Monate bendétigt, um vollstandig erneuert zu werden (MULLING 1998). Selbst
nach Applikation hoher Dosierungen von 40 mg pro Tier und Tag war nach 50 Tagen ein
positiver Effekt in nachwachsendem Sohlenhorn nach der Behandlung leichter Sohlenge-
schwure bei Milchkiihen nur histologisch nachzuweisen, makroskopisch waren die Verande-
rungen nicht belegbar (LASCHER ET AL 2002).

HUGUCHI ET AL. (2002) beschrieben, dass die Biotinkonzentration im Blutserum von Kihen,
die an Laminitis leiden, signifikant niedriger liegt als bei Tieren mit gesundem Klauenhorn.
Wird mit dem Futter eine Zulage von 20 mg Biotin pro Tier und Tag verabreicht, so steigt der
Biotingehalt im Blutplasma von urspriinglich 400 bis 800 ng/l auf das Zehnfache (FRIGG ET
AL. 1993a, b). Auch KLUNTER UND STEINBERG (1993) stellten eine direkt proportionale Bezie-
hung der Biotinkonzentration im Blutplasma zur Biotinaufnahme im Dosierungsbereich zwi-
schen 0 und 80 mg Biotin pro Tier und Tag fest und zeigten, dass der Biotinspiegel Uber die

gesamte Dauer der Supplementation auf dem hohen Niveau bleibt und erst nach Absetzen
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der Zufutterung wieder abfallt. Dieser Abfall der Biotinkonzentration am Ende der Supple-
mentation zeigt, dass es im Organismus keinen Speicher fur Biotin gibt.

Als Dosis fur die Biotinsupplementierung zur Prophylaxe und Therapie von Klauenschadi-
gungen werden fur Kalbinnen ab einem Alter von 15 Monaten und fur trockenstehende Kiihe
10 — 20 mg pro Tag, fur laktierende Kihe 20 mg pro Tag empfohlen (SEYMOUR 1998). Dabei
bleibt jedoch zu beachten, dass die fir Klauenschaden ursachlichen Méangel in den Hal-
tungsbedingungen wie z.B. Versaumnisse bei der Klauenpflege oder unebene bzw. standig
feuchte Stallbdéden beseitigt werden missen, wenn die Supplementierung Erfolg zeigen soll
(KOLB ET AL. 1999).

2.2.3 Einfluss von Biotin auf Leistungsparameter bei der Milchkuh

GIRARD ET AL. (1998) sowie FITZGERALD ET AL. (2000) stellten in Versuchen an Milchkihen

keinen direkten Einfluss von Biotinzulagen auf die Leistung der Tiere fest. Im Gegensatz

dazu stehen allerdings Ergebnisse von MIDLA ET AL. (1998), BERGSTEN ET AL. (1999; 2003)

sowie MARGERISON ET AL. (2002), die bei Kilhen mit 20 mg Biotinsupplementierung pro Tag

und gleichbleibender Futter-TS-Aufnahme eine erhdhte Milchleistung bei gleichbleibenden

Inhaltsstoffen gegentber unsupplementierten Kontrolltieren belegten, ohne dass eine magli-

che Ursache genannt wird. Zwei Thesen zum Wirkprinzip einer Biotinsupplementation wur-

den von ZIMMERLY UND WEISS (2001) aufgestellt, deren Uberpriifung noch aussteht:

e Die Steigerung der Milchmenge bei biotinsupplementierten Kihen wird durch eine ver-
besserte Faserverdaulichkeit hervorgerufen, welche in Folge den Nettoenergiegehalt der
gesamten Ration anhebt. Dadurch wird die Milchproduktion gesteigert.

o Die Aktivitat der Propionyl-CoA-Carboxylase (s. 2.2.1) wird gesteigert. Folglich wird auch
mehr Glucose Uber die Gluconeogenese bereitgestellt, die wiederum die Synthese von

Lactose und damit die Milchmenge steigert.

MAJEE ET AL. (2003) beobachteten bei Kiihen nach einer Biotinzulage von 20 mg/Tag einen
Anstieg der Trockenmasse-Aufnahme um 0,7 kg gegeniber einer Kontrollgruppe, die Milch-
leistung lag bei den supplementierten Tieren ebenfalls tiber der der unsupplementierten. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass Biotin die Milchleistung eher direkt tiber Effekte auf die
Futteraufnahme und/oder Nahrstoffverdaulichkeit steigert als indirekt Gber eine verbesserte
Klauengesundheit. Auch in Versuchen von BONOMI ET AL. (1996) wurde die Milchmenge
durch Biotinsupplementation gesteigert, parallel aber die Menge an Milchinhaltsstoffen ge-
senkt. AulR3erdem stieg die Plasmakonzentration an Glucose, wahrend die von Acetat sank.
Letzteres lasst sich mit der schon beschriebenen Funktion von Biotin als Co-Faktor bei der

Gluconeo- und Lipogenese erklaren.
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Ferner konnte in Versuchen mit Biotinzulage die Zeit zwischen Kalbung und erfolgreicher
neuer Belegung gegenulber einer Kontrollguppe um 15 Tage (BONOMI ET AL. 1996) gesenkt
werden. Auch BERGSTEN ET AL. (2003) beobachteten im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe bei Kiihen in der ersten Laktation, die 20 mg Biotin pro Tag zugefuttert beka-
men, eine signifikante Verkirzung der Zeit zwischen Kalbung und erneuter Konzeption sowie

weniger Besamungen pro Trachtigkeit.

2.2.4 Sonstige Funktionen

Ein Biotinmangel wirkt sich auch auf weitere Stoffwechselvorgange aus. Ursache hierfur sind
vermutlich fehlende Substrate wie Dicarbonsduren und Energiedquivalente, die die Protein-
biosynthese und damit die Synthese von Ribonukleinsduren beeintrachtigen (DAKSHINAMURTI
UND LITVAK 1970). FRIGG UND ROHR (1978) beobachteten sterische Veranderungen in der
Leber, die zu einer Verringerung des endoplasmatischen Retikulums um 30% fuhrten und als
morphologischer Ausdruck einer reduzierten Proteinbiosynthese angesehen wurden.

Andererseits wiesen BOECKX UND DAKSHINAMURTI (1974) bei biotinmangelversorgten Ratten

nach Biotinzulagen einen verstarkten Einbau von Aminosauren in Proteine nach.

Auch bei der Infektionsabwehr ist Biotin von Bedeutung: Ein Mangel des Vitamins hemmte
bei wachsenden Ratten die Entwicklung des lymphatischen Gewebes (Thymus, Milz,
Lymphknoten) und fuihrte nach Belastung mit Antigenen zur verminderten Entwicklung von
antikorperbildenden Zellen in der Milz (AXELROD UND PRUZANSKY 1955). Wie sich spater her-
ausstellte, spielt Biotin eine wichtige Rolle bei der Reifung der Lymphozyten und deren Fa-
higkeit, auf Stimulation zu reagieren (BAEZSALDANA ET AL. 1998). PETRELLI ET AL. (1981) be-
schrieben eine signifikante Reduktion des Gehaltes von T- und B-Lymphozyten bei Meer-
schweinchen nach biotinfreier Ernahrung Uber 8 Wochen, wéahrend bei Kontrolltieren mit ei-
ner wdchentlichen subkutanen Injektion von 0,5 mg Biotin der Gehalt an neutrophilen Gran-
lozyten im Blut zunahm.

Biotin hat ferner Effekte auf die Genexpression, denn es kann mit Histonen reagieren und
kovalent an sie binden. Biotinidase scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen, sowohl als
ein intrazellulares Biotinbindungsprotein als auch als Katalysator fiir die kovalente Bindung
an Histone (HYMES UND WOLF 1996). Nach WATANABE UND ENDO (1984) gibt es Hinweise,
dass die Biotinylation von Histonen wahrend der embryonalen Entwicklung bei Mausen anti-
teratogen wirkt. Auch beim Menschen kann ein marginaler Biotinmangel die praenatale Ent-
wicklung stéren und zu Fruchtschadigungen fihren (ZEMPLENI UND MocK 2000), und zwar
besonders dann, wenn dieser Mangel im ersten Trimester der Schwangerschaft auftritt

(MocK ET AL. 2002). Bei Sauen verschlechtert sich durch Biotinmangel die Fruchtbarkeit ins-
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gesamt. Die Anzahl geborener Ferkel ist geringer und das Absetzgewicht niedriger. Zusatz-
lich ist die Zwischenwurfzeit verlangert (TRIBBLE ET AL. 1983; BRYANT ET AL. 1985 a,b,c).

Weiterhin scheint Biotin die testikulére Proteinsynthese zu stimulieren. Ein Mangel an Biotin
fuhrte bei Ratten im Vergleich zu einer optimal versorgten Kontrollgruppe zu einem erniedrig-
ten Spiegel von Testosteron und luteinisierendem Hormon im Serum (PAULOSE ET AL. 1989).
Bei mannlichen Ratten wurden nach einem Biotinmangel morphologische Veranderungen in
den Hoden beobachtet, die mit dem niedrigeren Hormonspiegel die Spermatogenese zusatz-

lich beeintrachtigten (DELOST UND TERROINE 1956).

2.3 Aufnahme und Metabolismus von Biotin

LAMPEN ET AL. (1942) wiesen in Versuchen nach, dass Biotin des Futters sowohl in freier als
auch in proteingebundener Form vorliegen kann.

Die proteingebundene Form wird durch Proteasen und Peptidasen des Gastrointestinaltrak-
tes in Biocytin und biotinhaltige kurzkettige Peptide gespalten und unter katalytischer Wir-
kung der Biotinidase in freies Biotin Uberfihrt (WOLF ET AL. 1984).

Nach SAID UND REDHA (1987) erfolgt die Aufnahme des Biotins aus dem Dinndarm sowohl
durch passive Diffusion als auch tber einen aktiven Transportmechanismus. Der Carrier fur
den aktiven Transport wird dabei durch einen elektronenneutralen Na*-Gradienten gesteuert
und ist energie-, pH- und temperaturabhéngig. Die Michaelis-Menten-Konstante K, , also die
Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit, hier die Aufnahmegeschwin-
digkeit, halbmaximal ist, berechneten SPENCER UND BRODY (1964) auf einen Wert von ca. 60
pmol und zogen daraus den Schluss, dass bei niedrigen Biotinkonzentrationen der aktive
Transport Uberwiegt, wahrend bei hohen Konzentrationen der Transport Uberwiegend passiv
ablauft.

Untersuchungen mit praparierten Epithelzellen aus dem Rattendiinndarm haben gezeigt,
dass es entwicklungsphysiologische und anatomisch-topographische Unterschiede in der
Fahigkeit der Zellen gibt, Biotin aktiv zu absorbieren: Mit zunehmendem Alter steigt die Ab-
sorption an. Auf3erdem ist die Fahigkeit zur Biotinabsorption der proximalen Dinndarmab-
schnitte grol3er als die der distalen (Duodenum > Jejunum > lleum; SAID UND REDHA 1987)
Diese Ergebnisse decken sich mit denen friiherer Untersuchungen, in denen das erste Drittel
des Dunndarms als der Ort der maximalen Biotinabsorption erkannt wurde (MAYNARD 1979).
Im Dickdarm wird Biotin nach dem gleichen Prinzip in die Zellen aufgenommen wie im Dinn-
darm, die Aufnahmerate ist aber deutlich geringer. Dadurch ist der Anteil des auch bei Mo-
nogastriern durch die Mikroflora im Dickdarm (bes. Laktobazillen, Streptokokken) gebildeten

und absorbierten Biotins an der absorbierten Gesamtmenge verhaltnismafig klein (KOPINSKI
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ET AL. 1989). Nach Applikation einer Losung von radioaktiv markiertem Biotin direkt in den
Dickdarm quantifizierte DROCHNER (1984) die Resorption von Biotin auf weniger als 8%.
Das monogastrische Tier hat demnach nur einen geringen Nutzen von der im Dickdarm statt-

findenden mikrobiellen Synthese von Biotin, wenn die Koprophagie verhindert wird.

2.4 Besonderheiten im Biotinmetabolismus beim Wiederkauer

In den 40-er Jahren des letzten Jahrhunderts ergaben sich aus Untersuchungen der Biotin-
konzentrationen in Futter und Panseninhalt erste Hinweise auf eine mikrobielle Biotinsynthe-
se im Pansen (MCELROY UND JUKES 1940; WEGNER ET AL. 1941).

LARDINOIS ET AL. (1944) beobachteten, dass Zulagen von Harnstoff zu melasse- und starke-
erganzten Heurationen gegeniber Rationen ohne Harnstoffzulage zu erhdhten Biotingehal-
ten des Panseninhaltes fuhrten und beschrieben ferner, dass in Rationen ohne schnell fer-
mentierbare Kohlenhydrate oder bei einer nur geringen Mikrobendichte im Pansensaft die
Synthese der Vitamine des B-Komplexes nicht maximal ausfiel.

Erstmals beschrieben AGRAWALA ET AL. (1953), dass die Versorgung mit Vitaminen des B-
Komplexes bei Rindern und Schafen mit voll entwickeltem Vormagensystem durch die
mikrobielle Synthese im Pansen erfolgt.

Ungewissheit besteht, ob diese Eigensynthese, auf deren Grélienordnung hier noch einge-
gangen wird, immer ausreicht, um z.B. bei der Milchkuh die besonders zu Beginn der Lakta-
tion ablaufenden biotinabh&angigen Prozesse ausreichend abzudecken (WHITEHEAD 1991).
Hohere tierische Leistungen mit daraus resultierendem hdheren N&ahrstoff- und Energieum-
satz, damit auch veranderten Fitterungsbedingungen und zunehmender Vitaminausschei-
dung uber die Milch haben die Frage nach einer leistungsgerechten Versorgung von Hoch-
leistungstieren mit B-Vitaminen verscharft. Aufgrund des noch liickenhaften Wissens kdnnen
gegenwartig noch keine exakten Empfehlungen zur Versorgung bzw. zum Bedarf an B-

Vitaminen fur Wiederk&uer angegeben werden (FLACHOWSKY 1999).

2.4.1 Mikrobielle Synthese von Biotin

Die mikrobielle Synthese von Biotin verlauft ausgehend von Pimelinsdure und L-Alanin unter
Mitwirkung von 7-Keto-8-Aminopelargonsaure-Synthetase, 7,8-Diaminopelargonsaure-Ami-
notransferase und Dethiobiotin-Synthetase iber Dethiobiotin zum D-Biotin.

Die genauen Ablaufe sind aus Abbildung 3 auf der folgenden Seite ersichtlich.

Uber die mikrobiell gebildete Menge von Biotin finden sich in der Literatur nur wenige Anga-

ben, die in ihren Grélienordnungen deutliche Unterschiede aufweisen:
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FRIGG ET AL. (1993b) ermittelten auf der Basis von duodenalen Flussraten bei 190 kg schwe-
ren Bullenkédlbern, die mit verschiedenen Rationen auf Basis von Luzerneheu, Sudangras
und extrudiertem Mais gefuttert wurden, Biotinsynthesemengen von 0 bis 10 mg/d in Abhan-
gigkeit der gefutterten Ration.

ZINN ET AL. (1987) schatzten die mikrobielle ruminale Biotinsynthese auf 0,8 mg pro kg ver-
dauter organischer Substanz. Unter Zugrundelegung dieses Verhaltnisses lage die Synthe-
seleistung bei einer Milchkuh, welche taglich 20 kg Trockenmasse mit einer Verdaulichkeit
der organischen Substanz von 65% aufnimmt, bei 10mg Biotin pro Tag. In Untersuchungen
an Mastrindern beobachteten MILLER ET AL. (1986), dass die Biotinsynthese in den Vorma-
gen, besonders im Pansen, gemessen als Differenz des mit dem Chymus am Dunndarm
anflutenden und des mit dem Futter aufgenommenen Biotins, mit 0,12 bis 1,33 mg pro Tag
relativ gering ausfiel.

Bemerkenswert hingegen war die Zunahme des Gehalts an Biotin im Dinndarm um 1,3 bis
4,2 mg pro Tag, die auf die bereits erwahnte Aktivitat der Darmflora zuriickgefuhrt wurde
(KOPINSKI ET AL. 1989, s. 2.3). Dieses enteral gebildete Biotin, das in den Zellen der Bakteri-
en enthalten und daher méglicherweise nicht resorbierbar war, und die geringe Absorptions-
fahigkeit des Dickdarmepithles fur dieses Vitamin fiihrte dazu, dass es zu einem grof3en Tell
mit den Fazes abgegeben wurde. So traten im Kot bis zu 6 mg mehr Biotin auf, als mit dem
Futter aufgenommen wurde. STEINBERG ET AL. (1994) bestatigten diese Beobachtung: Sie

fanden im Kot von Milchkuhen bis zu 10 mg mehr Biotin als im verabreichten Futter.

Pimelinsaure
ATP + CoA
6-Carboxyhexanoat-CoA-Ligase

1

AMP + Pyrophosphat
Pimeloyl- CoA
L-Alanin

CoA + CO,
7-Keto-8-Aminopelargonséaure (7-KAP)

7-Keto-8-Aminopelargonsaure-Synthetase

1

7,8-Diaminopelargonséure- Aminotransferase

D —

7,8-Diaminopelargonséure (DAPA)
ATP + CO, + CTP
ADP + Orthophosphat + CDP

Dethiobiotin- Synthase

i

Dethiobiotin
Biotinsynthase

1

Biotin

Abb. 3: Mikrobielle Synthese von Biotin (DAKSHINAMURTI UND CHAUHAN 1989)
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Durch eine hdhere Biotinzufuhr mit dem Futter wird die Vermehrung biotinbildender Bakteri-
en gefordert. Diesen Schluss ziehen MILLER ET AL. (1986) aus Untersuchungen, bei denen
nach Verfitterung einer biotinreichen Ration mehr Biotin beim Ubergang in den Dinndarm

nachzuweisen war als bei einer vitaminarmeren Ration.

2.4.2 Mikrobieller Biotinabbau

Der mikrobielle Abbau von Biotin liefert als Endprodukte Harnstoff, NH;", HCO3; und L-
Cystein (CHRISTNER ET AL. 1964; BRADY ET AL. 1966).

Der Kohlenstoff, den die Mikroorganismen zum Wachstum benétigen, stammt aus dem Ace-
tat. Dieses entsteht durch schrittweise B-oxidative Spaltung der Valeriansaure-Seitenkette.
Es verbleibt dann Bisnorbiotin (bei Verkirzung um 2 Kohlenstoffatome) oder Tetranorbiotin
(bei Verkiirzung um 4 C-Atome) als Molekiil.

IWAHARA ET AL. (1969) waren der Ansicht, dass diese B-Oxidation der Seitenkette des Biotins
mit der Abspaltung beider Acetat-Einheiten Voraussetzung fiir die anschlieende Spaltung
des Harnstoff-Ringes ist, welche in zwei Schritten ablauft: Zuerst wird der Harnstoff ab-
gespalten, der dann weiter zu NH;" und CO, hydrolysiert wird.

Der Abbau des verbleibenden Thiophen-Ring-Fragmentes liefert organischen Schwefel so-
wie Schwefel auf verschiedenen Oxidations-/Reduktions-Niveaus (MCCORMICK 1975).

Da nach Verfutterung biotinsupplementierten Futters und oraler Applikation des Vitamins
beobachtet wurde, dass die Biotinflussraten am Duodenum und die Blutplasmaspiegel fir
Biotin anstiegen, wird der Abbau des Vitamins durch die ruminalen Mikroorganismen als nur
gering eingeschatzt (ZINN ET AL. 1987; FRIGG ET AL. 1993b ).

Die Schritte des mikrobiellen Abbaus von Biotin sind in Abbildung 4 noch einmal schema-

tisch dargestellt.
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2. Spaltung des Harn- 3. Spaltung des Harn-
stoffrings mit Oxidation o stoffrings mit Freiset-
des Briicken-C-Atoms Cl:l zung von Harnstoff
/ AN 4. Spaltung der Thiophen-
HN NH P g P
*b * Ring-Fragmente mit Freiset-
HC—— CH zung von H,S, S und SO,~
| H
< OH
H.C C XCHZ X CH, </
)( X CH; ™ cH, c
S \\
O

1. B-Oxidation der Valeriansaure-Seiten-

Kette mit Freisetzung von Acetat

Die schwarzen Markierungen symbolisieren die Orte der Spaltungen, die Ordnungszahlen in den Be-

schreibungen die Reihenfolge der ablaufenden Reaktionen

Abb. 4: Mikrobieller Abbau von D-(+)-Biotin (nach MCCORMICK 1975)

2.4.3 Biotin in der Wiederkauerfitterung

HAYES ET AL. (1966) beobachteten, dass bei Bullen die Aufnahme von Biotin nach Fitterung
einer Ration aus viel Heu und wenig Mais grof3er war als bei umgekehrten Verhaltnissen.
MILLER ET AL. (1986) bestatigten die hohere Biotinaufnahme bei grundfutterreicher Ernahrung
im Vergleich zu kraftfutterreicher durch die im Vergleich zu Konzentraten hoheren Biotinge-
halte in Grundfuttermitteln. Die Forschergruppe fiihrte an duodenal- und ilealkanilierten Bul-
len 2 verschiedene Untersuchungen durch. Im ersten Versuchsblock wurden Testdiaten auf
Basis verschiedener Getreidearten eingesetzt, im zweiten Block wurde eine konzentrathalti-
ge mit einer konzentratarmen Ration verglichen. Die Biotinaufnahme war in Abh&ngigkeit der
verschiedenen Getreidearten und ihrer Biotingehalte (vgl. Tabelle 2) im Versuch 1 unter-
schiedlich. Wie bereits unter 2.4.1 beschrieben, fiel bei der Auswertung der Chymusproben
besonders auf, dass die Biotinsynthese im Pansen, gemessen als Differenz des mit dem
Chymus am Dinndarm anflutenden und des mit dem Futter aufgenommenen Biotins, im Ge-
gensatz zu der Synthese der andere erfassten B-Vitamine Niacin, Thiamin und Riboflavin,
gering ausfiel, hingegen aber eine bemerkenswerte Synthese des Vitamins im Dunndarm

stattfand. Die Auswertung des zweiten Versuchs mit den Testdidten verschiedenen Konzent-
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ratgehaltes zeigte, dass die niedrigkonzentrierte Ration doppelt so viel Biotin am Duodenum
anfluten liess wie die hochkonzentrierte. MILLER ET AL. (1986) betrachteten diesen Effekt je-
doch in erster Linie als Folge der hoheren Biotinkonzentration in der konzentratarmeren Ra-
tion und kamen abschliessend zu dem Ergebnis, dass die Produktion der erfassten B-
Vitaminen nicht vom Grundfutter/Konzentrat-Verhéltnis der verflitterten Ration beeinflusst
wird.

ABEL ET AL. (2001) bestatigten nach in vitro-Untersuchungen mit der Pansensimulation
RUSITEC die héhere Biotinzufuhr mit Grundfuttermitteln im Vergleich zu der mit Konzentra-
ten, jedoch kam diese Forschergruppen zu anderen Ergebnissen beziglich des Einflusses
der Ration auf die ruminale Biotinsynthese als MILLER ET AL. (1986): Der Biotintberschuss,
also die Differenz zwischen den Biotingehalten in den Fermentationsrickstanden und dem
Futter, war nach Applikation konzentratreicher Rationen kleiner als nach der von grundfutter-
reichen, was entweder auf eine geringere Synthese oder einen hoheren Eigenverbrauch
durch die Mikroorganismen schliel3en liel3.

Auch SHAVER UND BAL (2000) widersprachen der Schlussfolgerung von MILLER ET AL. (1986)
und bescheinigten einen Einfluss des Grundfutter-Konzentrat-Verhéaltnisses der Ration auf
die mikrobielle Syntheseleistung von Vitaminen des B-Komplexes.

Wenn es zutrifft, dass konzentratreiche Rationen die Biotinsynthese im Pansen einschranken
oder den Verbrauch von Biotin steigern, kénnten Biotinsupplementierungen des Futters bei
Hochleistenden Milchkihen, die mit kraftfutterbetonten Rationen versorgt werden, leistungs-
steigernd wirken (s. 2.2.3), wahrend Tiere mit geringeren Leistungen grundfutterreicher ver-
sorgt werden und entsprechende Biotinsupplementierungen weniger wirkungsvoll ausfallen
wirden (WEISS UND ZIMMERLY 2000). Diese These bedarf jedoch noch der Uberprifung.
SEYMOUR (1998) vermutete, dass Rationen mit hoherem Kraftfutteranteil die ruminale Biotin-
synthese durch niedrige pH-Werte beeintrachtigen. Hier besteht nach Studien aus jingerer
Zeit auch die enge Verbindung zwischen der Fitterung konzentratreicher Rationen und dem
Auftreten von Klauenschaden: Eine nach Ftterung leicht fermentierbarer Kohlenhydrate
auftretende Pansenazidose kann zu einem subklinischen Biotinmangel fuhren und so Er-
krankungen wie Laminitis férdern (SMART UND CYMBALUK 1997; MIDLA ET AL. 1998; SOCHA ET
AL. 2000; HEDGES ET AL. 2000; VOIGT ET AL. 2000).

FRIGG ET AL. (1993a) errechneten nach Versuchen mit weiblichen und méannlichen wachsen-
den Rindern die tagliche Biotinaufnahme mit dem Futter (Heu) auf durchschnittlich ca. 2,5
mg. Fur unsupplementierte Milchviehrationen gaben WEISS UND ZIMMERLY (2000) in Abhéan-
gigkeit von den jeweils aufgenommenen Futterkomponenten 4 bis 10 mg pro Tag an.

In Tabelle 2 sind die Biotingehalte ausgewahlter, in der Wiederkauerfutterung zum Einsatz

kommender Grund- und Kraftfuttermittel aufgefihrt. Es wird deutlich, dass sich hohere Ge-
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halte an Biotin z.B. in Hefen oder Extraktionsschroten von Olfriichten, mittlere Gehalte in
Raufuttermitteln wie Heu aus Luzerne oder Gras finden, wahrend Getreidekorner zu den

biotindrmeren Futterkomponenten z&hlen.

Fur die ausgewiesen starke Variation der Biotingehalte bei mehreren Proben des gleichen

Futtermittels gibt es verschiedene Grinde:

e Pflanzliche Produkte weisen je nach Sorte, Bodenfruchtbarkeit (McCoy ET AL. 1958) und
Klima Abweichungen auf.

e Abweichungen kénnen durch verschiedene Bearbeitungsmethoden sowie im Verlauf der
Lagerung entstehen, besonders bei fetthaltigen Futtermitteln (WHITEHEAD 1991).

o Verschiedene analytische Extraktions- und Messmethoden fiur Biotin knnen ebenfalls zu
unterschiedlichen Werten fihren. So kénnen z.B. durch einen mikrobiologischen Analy-
seansatz mit Lactobacillus Plantarum bei der Analyse des gleichen Probenmaterials Ab-

weichungen von bis zu 20% um den Mittelwert auftreten (ROCHE 2002).
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Tabelle 2: Literaturtibersicht zu Biotingehalten in ausgewdahlten Futtermitteln fir Wieder-
kauer
Ui Biotingehalt (ug/kg) Anzahl Quelle
Mittelwert | Variationsbreite | Proben
Heu aus
Kammgras 407 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Wiesenschwingel 162 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Rotschwingel 238 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Deutschem Weidelgras 384 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Wiesenlieschgras 168 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Wiesenrispe 266 - 1 THOMAS UND WALKER 1949
Rotklee 110 McDoweLL 1989
Luzerne, sonnengetrocknet 60 - 1 HOFF-JORGENSEN ET AL. 1952
200 McDoweLL 1989
Luzerne, kunstl. getrocknet 160 - 1 HOFF-JORGENSEN ET AL. 1952
380 - 1 PALAFOX UND REID 1961
Wiesenheu 311 - 1 ABEL ET AL. 2001
Griinmehl aus Luzerne 543 196 — 779 49 WHITEHEAD 1991
320 AWT 2001
Griinmehl 366 227 — 459 3 WHITEHEAD 1991
220 AWT 2001
Maiskolben 40 40 — 60 25 HALL ET AL. 1952
Kdrnermais 111 60 — 150 11 SCHREINER UND DE RITTER 1975
80 McDoweLL 1989
79 56 — 115 59 WHITEHEAD 1991
70 AWT 2001
52 12 - 162 RocHE 2002
Futterriiben 30 - 1 HOFF-JORGENSEN ET AL. 1952
Weizen 140 140 2 CALHOUN ET AL. 1958
110 100 - 130 3 SCHREINER UND DE RITTER 1975
110 McDoweLL 1989
101 70 - 276 116 WHITEHEAD 1991
100 AWT 2001
Gerste 110 90 - 130 3 SCHREINER UND DE RITTER 1975
170 McDoweLL 1989
140 80 — 246 166 WHITEHEAD 1991
150 AWT 2001
141 - 1 ABEL ET AL. 2001
Hafer 200 170 — 240 2 LAMPEN ET AL. 1942
190 110 - 270 2 SCHREINER UND DE RITTER 1975
310 McDoweLL 1989
246 169 — 317 49 WHITEHEAD 1991
210 AWT 2001
Roggen 50 - 1 HOFF-JORGENSEN ET AL. 1952
60 McDoweLL 1989
84 51-105 5 WHITEHEAD 1991
60 AWT 2001
Sojaextraktionsschrot 360 McDoweLL 1989
270 200 — 387 120 WHITEHEAD 1991
330 AWT 2001
Rapsextraktionsschrot 984 647 - 1180 20 WHITEHEAD 1991
940 AWT 2001
Bierhefe, getrocknet 1180 870 - 1520 4 SCHREINER UND DE RITTER 1975
1080 McDoweLL 1989
634 165 -1070 9 WHITEHEAD 1991
1050 AWT 2001
462 90 — 1070 RocHE 2002
Biertreber 245 152 — 484 8 WHITEHEAD 1991

Leere Zellen weisen auf fehlende Angaben in der entsprechenden Literatur hin.
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Neben dem Biotingehalt ist die Bioverfligbarkeit, also die biologische Verwertbarkeit des Bio-
tins, welche grof3e Unterschiede zwischen den verschiedenen Futtermitteln aufweist, von
Bedeutung fur die praktische Fitterung. Dies gilt besonders bei der Fitterung monogastri-
scher Tieren, aber auch fir die Versorgung von Wiederkauern. Da aber bei Monogastriern
die Biotinversorgung in htherem Mal3e als bei Wiederk&uern tber das Futter erfolgen muss,
wurden fir sie auch die ersten Verfahren entwickelt, um die Bioverfiigbarkeit des Biotins in
den Einzelfuttermitteln zu bestimmen. Als Parameter beim Gefliigel dienen z.B. das Kiken-
wachstum, die Aktivitat der Pyruvatcarboxylase im Blut und der Biotingehalt im Eidotter
(BUENROSTO UND KRATZER 1984).

Erste Vermutungen Uber eine niedrige Bioverfligbarkeit von Biotin in Weizen kamen auf, als
Futterrationen auf Weizenbasis biotinmangelbedingte L&sionen bei Kiken hervorriefen
(FRIGG UND BRUBACHER 1976). Auch bei anderen Getreidesorten wurde eine niedrige Biover-
fugbarkeit festgestellt. Demgegentiber erwies sich das Biotin aus Mais oder Sojabohnenmehl
als bis zu 100% verfligbar.

In der folgenden Tabelle 3 ist zur Veranschaulichung dieser auftretenden Unterschiede die

Bioverfuigbarkeit ausgesuchter Futtermittel zusammengestellt.

Tabelle 3: Bioverfugbarkeit von Biotin in ausgewdahlten Futtermitteln bei Broilern (ROCHE
2002)
Futtermittel Bioverfugbarkeit [%)]

Gras- / Luzernegrinmehl 65

Mais 100

Weizen 5

Gerste 20

Hafer 40

Im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei monogastrischen Tieren ist Uber die Bioverfigbarkeit
des Futterbiotins fur den mikrobiellen Stoffwechsel im Pansen von Wiederkauern bisher nur
wenig bekannt. In vitro fihrte eine Biotinbindung an Protein durch Avidinzusatze zu herabge-
setztem mikrobiellem Celluloseabbau und reduzierter Propionat- und Acetatproduktion
(MILLIGAN ET AL. 1967). Dies kann als Hinweis dafir angesehen werden, dass die Art der
Proteinbindung von Biotin im Futter die Verfugbarkeit fur den mikrobiellen Stoffwechsel be-
einflusst. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass Biotin flir drei wichtige cellulolytische Bakterien-
stamme (Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens) und
fur einen bedeutenden saccharolytischen Stamm (Butyrivibrio fibrisolvens) als essentielles

Vitamin gilt (BALDWIN UND ALLISON 1983). Auch Bakterien des Stammes Selenomonas rumi-
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nantium bendtigen Biotin fur die Decarboxylierung von Succinat zu Pyruvat (SCHEIFINGER
1975). In vivo wurden die Effekte von Biotinsupplementierungen auf den Abbau von Rohfa-
ser und besonders Cellulose noch nicht untersucht (WEISS UND ZIMMERLY 2000).

Die Bioverfugbarkeit von Biotin bei Rindern, die in der bisher einzigen Untersuchung (FRIGG
ET AL. 1993b) an einjahrigen, wachsenden mannlichen und weiblichen nichttragenden Rin-
dern in einem 4-monatigen Versuch Uber abbaukintetische Eigenschaften von Biotin im Blut-
serum und die AUC (area under the curve) errechnet wurde, betrug zwischen 40 und 55 %.
Dabei wurde der niedrigere Wert bei Tieren ermittelt, die vor Versuchsbeginn mit biotin-
supplementiertem Futter versorgt worden waren, der hohere Wert stammte von Tieren ohne
diese Biotinsupplementierung zum Futter.

Die Frage, ob eine geringe Bioverfluigbarkeit des Biotins die Aktivitat der fiir die Gluconeoge-
nese bzw. den Pyruvatmetabolismus wichtigen Enzyme Pyruvatcarboxylase und Propionyl-

CoA-Carboxylase (s. 2.2.1) beeintrachtigen kann, ist gegenwartig offen (SEYMOUR 2001).

2.4.4 Bedeutung der Protozoen

Die Pansenprotozoen lassen sich in die vollstandig begeiRelten holotrichen und die nur teil-
weise begeil3elten entodiniomorphen (urspriinglich auch oligotrich genannt) Ciliaten untertei-
len. Daneben kommen in geringem Umfang auch Flagellaten im Pansen vor. Die Gattungen
Entodinium, Diplodinium, Ophryoscolex und Polyplastron der entodiniomorphen Protozoen
kommen in groRerer Zahl vor, wobei die Gattung Entodinium 85 bis 99% der gesamten Pro-
tozoenmasse stellen kann (LEINMULLER UND MENKE 1986). Insgesamt kommen nicht mehr
als 5 bis 6 Gattungen gleichzeitig bei einem Tier vor (JOUANY 1978).

FFOULKES UND LENG (1984) beschrieben, dass die Protozoen im Gegensatz zu den Pansen-
bakterien in der Lage sind, sich aktiv im Pansen zu halten (Sequestration). So kénnen sie
sich z. B. an Pflanzenpartikel anheften (ORPIN UND LETCHER 1978), Holotricha-Arten kénnen
ganze Starkegranula aufnehmen, so dass sie aufgrund ihrer hohen spezifischen Dichte auf
den Pansenboden absinken (VALDEZ ET AL. 1977).

Ausgehend von der symbiontischen Beziehung zwischen Protozoen und methanogenen
Bakterien und der Bedeutung der letztgenannten fir die eingeschlagenen Reduktionswege
sowie damit verbundene Carboxylierungs- und Decarboxylierungsschritte der Pansenfer-
mentation (s. 2.2) sind bei verminderter Methanbildung, z.B. durch Defaunierung, Auswir-
kungen auf den Biotinstatus des mikrobiellen ruminalen Okosystems zu erwarten.

Uber den Biotinbedarf der Protozoen selbst gibt es bislang keine Informationen (WILLIAMS
UND COLEMAN, 1992), wahrend fir einzelne Protozoenarten andere essentielle B-Vitamine

identifiziert worden sind, so z.B. Vitamin B;, bzw. Cobalt fir Entodinium ssp. (BONHOMME ET
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AL. 1982) und Niacin (ABDOULI ET AL. 1983) fur Epidinium caudatum und Ophryoscolex cau-
datum.
Bisher gibt es keinen Hinweis darauf, dass Protozoen tber Mdglichkeiten zur Biosynthese

von B-Vitaminen verfugen.

2.5 Schlussfolgerungen fir die eigenen Untersuchungen

Die aufgefuihrten Funktionen von Biotin im Stoffwechsel spielen besonders im Hinblick auf
lipo- und gluconeogenetische Stoffwechselprozesse beim Wiederkauer eine wichtige Rolle,
diese Arbeit soll aber besonders die Zusammenhénge zwischen Pansenstoffwechsel und
Umsetzungen des Vitamins beim Wiederkauer untersuchen.

Nach den Arbeiten von MILLER ET AL. (1986) sowie ABEL ET AL. (2001) sollen die Untersu-
chungen weitere Erkenntnisse Uber den Einfluss der Rationsgestaltung auf den ruminalen
Biotinumsatz liefern, wobei ein Schwerpunkt aufgrund bisher fehlender Untersuchungser-

gebnisse in der Bestimmung des Einflusses der Protozoen liegt.
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3. Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit stehen die Einflisse des Grundfutter/Konzentrat-Verhaltnisses der
gefltterten Ration, der Art der eingesetzten Futterkohlenhydrate sowie der Protozoenpopula-
tion (GroRe und Zusammensetzung) auf die Zusammenhange zwischen den mikrobiellen
Stoffwechselvorgdngen im Pansen und dem Biotinstatus bzw. dem Biotinfluss in das Duode-
num im Mittelpunkt des Interesses. lIhre Erfassung erfolgte durch systematische Untersu-
chungen in vitro (mit Hilfe der Pansensimulationstechnik RUSITEC) und in vivo (an darmka-

ndlierten Milchkihen).

3.1 Invitro-Untersuchungen

3.1.1 Versuchsplan fir RUSITEC-Untersuchungen

Um die Einflisse der Futterung und der ruminalen Mikrofauna, besonders der Protozoen auf
die mikrobiellen Umsetzungen von Biotin im Pansen zu untersuchen, wurde ein Versuchs-
plan entworfen, der die Faktoren

o Raufutter- Konzentrat- Verhaltnis

e Art des Kohlenhydrattragers im Konzentratanteil der Ration

e Faunierungsstatus

bertcksichtigte.

Das Schema dieses Versuches ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Schema des Versuchsaufbaus der in vitro-Untersuchungen

Fermenter Wiesenheu (H) Weizen (W) Mais (M) defauniert

(F) [% der Ration] [% der Ration] [% der Ration]

1 100 nein
2 100 ja
3 66,7 33,3 nein
4 66,7 33,3 ja
5 66,7 33,3 nein
6 66,7 33,3 ja
7 33,3 66,7 nein
8 33,3 66,7 ja
9 33,3 66,7 nein
10 33,3 66,7 ja

Nach diesem Schema wurden 5 Versuchsdurchgéange mit einer Laufzeit von je 15 Tagen
durchgefiihrt. Die Dauer der Adaptationszeit wurde auf 10 Tage festgesetzt, um zu gewahr-

leisten, dass sich das System auf steady-state-Bedingungen einstellte. Die sich anschlie-
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Renden 5 Tage dienten der Sammlung von Probenmaterial, d.h. von Substratriickstanden in
den Nylonbeuteln nach 48 Stunden Inkubation und von Uberlaufflissigkeit, welches jeweils
als Mischprobe der Biotinanalytik und der Bestimmung der SCFA (nur im Uberlauf) zugefuhrt

wurde.

3.1.2 Pansensimulationstechnik (RUSITEC)

CzERKAWSKI und BECKENRIDGE (1977) entwickelten das RUSITEC-System (Rumen Simula-
tion Technique) zur Simulation des mikrobiellen Stoffwechsels pansenstammiger Mikroorga-
nismen. Dieses semi-kontinuierliche, offene Langzeit- in vitro-Verfahren erméglicht Untersu-
chungen auch extremer Futterrationen, ohne ein Wirtstier belasten zu missen.

Kernstuick der Apparatur sind die Fermenter, die im Wasserbad bei 39°C stehend standig mit
Puffer versorgt werden. Perforierte Innenbehalter dienen zur Aufnahme substratgefullter Ny-
lonbeutel. Die Deckel dieser Behdlter sind fest mit Hubstangen verschraubt, deren andere
Enden an einer waagrechten Stange befestigt sind, welche tber einen Motor aufwérts und
abwarts bewegt werden. Dadurch werden die Innenbehélter mit einer Geschwindigkeit von
ca. 500 Huben pro Stunde beweqgt.

Mit einer Schlauchpumpe wird eine Pufferlésung nach MCDOUGALL (1948) in den unteren
Teil der Fermenter geleitet. Die Zusammensetzung dieser Losung ist aus Tabelle 5 ersicht-
lich.

Tabelle 5: Zusammensetzung des eingesetzten Puffers

Salz Einwaage
(mg__;/l.OOO ml H,0)
NaHCO; 6540
Na,HPO, x 12H,0 6200
KCI 376
NacCl 310
MgCl x 6H,0 84
(CH3CO0),Co x 4H,0 76
CaCl 35

Im verschraubten Deckel der Fermenter befindet sich eine Offnung, die iber einen Schlauch
mit einer Uberlaufflasche verbunden ist. Die an diese Flaschen angeschlossenen Gassam-
melbeutel ermoglichen die getrennte Sammlung flussiger und gasférmiger Fermentations-
produkte.

Die schematische Darstellung in Abbildung 5 zeigt den Aufbau des eingesetzten Simulati-

onssystems.
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Fermenter, Plexiglas mit Schraubdeckel und Gummidichtung

Schraubverschluss des Fermenters mit gasdichter Gummidichtung

perforierter Innenbehélter mit abschraubbarem Deckel

Hubstange, mit Deckel von C fest verschraubt

geschraubte Dichtung (gasdicht)

Nylonbeutel mit Substrat (beim Einsetzen ist 1 Beutel mit festem Panseninhalt gefullt)
Gemisch aus Pansenflissigkeit und Puffer

Pufferzulauf, verbunden mit Schlauchpumpe

F1-F6 :TypIPS-8, Fa. ISMATEC, Ziirich, CH

F 7 —F 10: Typ 104 , Fa. Ole Dich, Hvidovre, DK

Dreiwegehahn zur Probenentnahme

gasdichter Uberlaufschlauch

UberlaufgefaR, Volumen 800 ml

Verbindungsschlauch zum Gassammelbeutel TECOBAG mit Zapfhahn, Volumen 5 |

(Fa. Teseraux, Burstadt,D)

Schematischer Aufbau eines RUSITEC-Fermenters (CzZERKAWSKI UND
BECKENRIDGE 1977)
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Abbildung 6 zeigt ein RUSITEC-System mit 6 Fermentern, das bei den Versuchen zum Ein-

satz kam.
Schlauchpumpe zur Pufferversorgung Antriebsmotor flr das Hubgestange
Hubgestange
Wasserbad
Puffervorrat

Fermenter mit
. Innenbehéalter

Sammelflaschen fir

Gassammelbeutel Uberlauf

Zur besseren Ubersicht sind die Fermenter nicht befiillt, der Thermostat fiir die Temperierung des Wasserbades

wurde entnommen und die Gasbeutel bis auf den linken abgenommen.

Abb. 6: RUSITEC-System

Fur die durchgeflhrten in vitro-Versuche stand kein Gerat zur Aufnahme von 10 laut Ver-
suchsschema simultan zu betreibenden Fermentern zur Verfiigung, so dass 2 Gerate ver-
wendet werden mussten.

Sie glichen sich in technischer Hinsicht weitgehend, allerdings waren die Fermenter unter-
schiedlich grof3: Wahrend die Fermenter 1 bis 6 ein Volumen von je 1070 ml fassten, betrug
das der Fermenter 7 bis 10 je 740 ml.

Dieser Unterschied wurde bei allen notwendigen Einstellungen (Substrateinwaage, Pufferzu-
lauf, Dosierung des Defaunierungs-Detergenzes) bertcksichtigt, wie in Tabelle 6 dargestellt
ist. AuBerdem fand dieser Unterschied Bertcksichtigung bei der Auswertung der Daten, be-
sonders bei der Berechnung von Produktionsraten verschiedener Fermentationsprodukte
aus deren Konzentrationen.

Im Rahmen der Diskussion dieser Arbeit wird noch einmal auf diese Thematik eingegangen
(s.5.2).
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Tabelle 6: Substrateinwaage, Pufferzulauf und Dosierung des Defaunierungs-
Detergenzes fiir alle 10 Fermenter
= Volumen H W M MinF. Pufferzulauf | Synperonic
[ml] [g FS] [g FS] [g FS] __[_g FS] [ml/d] NP9 [ml]
1 1070 12,0 0,15 550 0
2 1070 12,0 0,15 550 2,68
3 1070 8,0 4,0 0,15 550 0
4 1070 8,0 4,0 0,15 550 2,68
5 1070 8,0 4,0 0,15 550 0
6 1070 8,0 4,0 0,15 550 2,68
7 740 2,75 5,51 0,103 380 0
8 740 2,75 5,51 0,103 380 1,85
9 740 2,75 5,51 0,103 380 0
10 740 2,75 5,51 0,103 380 1,85

F = Fermenter; H = Heu; W = Weizen, M = Mais; MinF. = Mineralfutter ; Mineralfutter-Zulage erfolgte in Héhe von
1,25% der Einwaage an Heu und/oder Weizen und/oder Mais

Die Mengen der eingesetzten Trockensubstanz sind im Anhang unter Al aufgefuhrt.

Fur die eingesetzten Substrate wurden die Gehalte an Weender Rohnéahrstoffen ermittelt.

Sie sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Gehalte an Trockensubstanz (%), Weender Rohnéhrstoffen (% in T) sowie
den Zellwandfraktionen ADF und NDF (% in T) der verwendeten in vitro-
Substrate
Sub- T XA XL XP XF ADF NDF NfE
strat [%] [%T] [%T] [%T] [%T] [% T] [%T] [%T]
H 91,5 6,8 1,8 11,8 39,6 40,3 76,7 40,0
W 89,7 1,7 2,1 13,6 3,2 2,5 15,7 79,4
M 89,2 15 3,5 9,9 2,7 2,6 11,1 82,4
MinF. 98,8 77,3 0 0 0 0 0 22,7

H = Heu; W = Weizen; M = Mais; MinF. = Mineralfutter

Beim eingesetzten Mineralfutter handelte es sich um die Mischung Movikalin 22/3

der Fa. HEMO Mohr GmbH (Scheden, D) deren Zusammensetzung nach Angaben

des Herstellers der Tabelle A3 des Anhangs zu entnehmen ist.




MATERIAL UND METHODEN 28

3.1.3 Spendertiere und deren Fitterung

Als Spendertiere flir den Pansensaft standen drei 11-jahrige Ochsen der Rasse Jersey mit
einem Gewicht von je ca. 600 kg zur Verfigung. Alle Tiere hatten eine permanente weitlumi-
ge Pansenfistel (innerer Durchmesser 10 cm).

Die Futterung erfolgte mit einer Ration aus 7kg Heu und 500g Milchleistungsfutter (Typ MLF
26, Fa. HEMO Mohr GmbH, Scheden, D, mit 19,5 % XP und 6,2 MJ NEL/kg) pro Tag.

Auch diese Futtermittel wurden auf ihre Rohnéhrstoffgehalte analysiert.

Tabelle 8: Gehalte an Trockensubstanz (%) und Weender Rohnahrstoffen (% in T) der

bei der Futterung der Spendertiere zum Einsatz gekommenen Futtermittel

Futter- T XA XL XP XF NfE
mittel [%] [%T] [%T] [%T] [%T] [%T]

Heu 90,8 6,7 15 12,8 35,7 43,3
MLF 26 89,5 7.6 4,0 21,8 215 45,1

3.1.4 Entnahme von Pansensaft und festem Panseninhalt

Die Pansensaftentnahme erfolgte immer vor der Morgenflitterung 16 Stunden nach der letz-
ten Futtervorlage.

Mit Hilfe einer 65 cm langen, starren Metallsonde, an deren vorderem Ende iber eine Lénge
von 5 cm Locher (Durchmesser 3 mm) gebohrt waren und ein Nylonbeutel (40 um Maschen-
weite) als Partikelfilter befestigt war, wurde der Pansensaft durch die getffnete Pansenfistel
aus dem ventralen Pansensack entnommen. Dazu wurde das zweite Ende des Rohres tber
einen Schlauch mit einer im Wasserbad bei 39°C stehenden Saugflasche als Auffanggefal3,
in der Uber eine Wasserstrahlpumpe ein leichter Unterdruck erzeugt wurde, verbunden.

Zur weitgehendsten Eliminierung von Sauerstoff aus dem System wurde das Gefal3 vor der
Pansensaftenthnahme 10 Minuten lang mit N, begast, wodurch anaerobe Bedingungen ge-
schaffen werden konnten.

Bei jeder Pansensaftentnahme fiir die Beschickung des RUSITEC-Systems dienten alle drei
Ochsen zu mdglichst gleichen Teilen als Spendertiere (jeweils ca. 3 ).

Vor der Entnahme aus der Saugflasche zur Beflullung der Fermenter wurde der Pansensaft
mit Hilfe eines Magnetriihrers homogenisiert, die Entnahme selbst erfolgte durch Einleitung
von N, in das geschlossene GefaR. Der entstehende Uberdruck driickte dann den Pansen-
saft heraus in einen Messzylinder, mit dessen Hilfe exakt gleiche Mengen Pansensatft fur die

Befilllung der Fermenter abgemessen wurden.
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Die Gewinnung des festen Panseninhalts erfolgte ebenfalls bei allen drei Tieren zu ungefahr
gleichen Teilen. Dazu wurden aus dem ventralen Pansensack je 2 Hande voll Panseninhalt
entnommen, manuell ausgepresst und dann in einen vorher mit N, begasten Polyethylenbeu-
tel gegeben. AnschlieBend wurde diese Masse im Beutel von auf3en durchgewalkt, um eine
Durchmischung zu erreichen. Bis zur Einwaage in die Nylonbeutel wurde der feste Pansen-

inhalt im Wasserbad warm gehalten.

3.1.5 Defaunierung des Pansensaftes

Die Defaunierung des Pansensaftes sollte ursprunglich durch Zusatz von Caprinséure erfol-
gen (MATSUMO ET AL. 1991, DONG ET AL. 1997), aufgrund guter Ergebnisse, die sowohl am
eigenen Institut erzielt wurden (DA COSTA GOMEZ 1999) als auch aus der Literatur ersichtlich
sind (EADIE UND SHAND 1982, KREUZER 1986, DOHME ET AL. 1999) und der einfachen Applika-
tion wurde dann aber das oberflachenaktive Detergens Synperonic NP9 eingesetzt, dessen
effektive defaunierende Wirkung erstmalig von WRIGHT UND CURTIS (1976) beschrieben wur-
de. Von der sonst fur industrielle Zwecke verwendete Substanz (Wirkstoff: Natrium-lauryl-
diethoxy-Sulfat, Fa. Deutsche ICI, Frankfurt a. M., D) wurden 2,68 bzw. 185 ml (d.h. in einer
auf das Fermentervolumen bezogenen Konzentration von 0,25 % (v/v)) am Tag der Beschi-
ckung des Simulationssystems direkt in den von Spendertieren gewonnenen Pansensaft in

die entsprechenden Fermenter gegeben.

3.1.6 Arbeitsablaufe beim Betrieb des RUSITEC -Systems

Der in dieser Arbeit beschriebene RUSITEC-Versuch wurde nach folgendem téaglichen Ar-

beitsplan durchgefihrt:

1.Tag (nach Entnahme von festem und fliissigem Panseninhalt):

1. festen Panseninhalt in die Nylonbeutel (Maschenweite 100 um) einwiegen (F1 — F6:
80g; F7 — F10: 55q), diese bis zum Gebrauch im Wasserbad bei 39°C und unter N,-
Atmosphare lagern

2. Pansensaft in den Fermenter fullen (F1 — F6: 690 ml; F7 — F10: 477 ml)

3. je einen Beutel mit Substrat (Maschenweite 40 um, Einwaage s. Tabelle 2) und festem
Panseninhalt in den perforierten Innenbehélter geben, diesen verschlie3en
verschlossenen Innenbehélter in den Fermenter einfihren
Fermenter mit vorbereitetem, auf 39°C erwarmten Puffer auffillen, bei den Behaltern
2,4,6,8 und 10 zusatzlich die Defaunierung durch Zugabe des entsprechenden Volu-

mens Symperonic NP9 einleiten, anschliel3end verschlie3en
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10.
11.

im Fermenter befindliche Luftblasen durch finfmaliges kraftiges Herabdriicken des In-
nenbehalters an der Hubstange entfernen; gleichzeitig wird dadurch die Durchfeuch-
tung des Substrats im Beutel beschleunigt

Fermenter in das Wasserbad stellen, Hubstange an der waagerechten, durch einen
Motor bewegten Fihrungsstange befestigen

Pufferzulauf an Schlauchpumpe und Uberlaufschlauch an Uberlaufflasche anschlie-
Ben; in letzterer befinden sich 2 ml eine HgCl,-Lésung (1,15 g HgCl,/ 100 ml H,0) zur
Vermeidung einer Nachfermentation auf3erhalb der Fermenter

das System durch den Dreiwegehahn im Deckel 2 Minuten lang mit N, spilen, um die
Luft aus der Uberlaufflasche zu verdrangen

nach Beendigung der Begasung Gasssammelbeutel anschliel3en und 6ffnen

aus dem Fermenter am Dreiwegehahn im Deckel mit Hilfe einer 25 ml-Einwegspritze
10 ml Flussigkeit zur Bestimmung des pH-Wertes, des Redoxpotenzials und der Proto-

zoenzahl enthnehmen

Der Arbeitsschritt 1 wurde zuerst fur alle 10 Fermenter durchgefiihrt, so dass geniigend Ny-

lonbeutel mit festem Panseninhalt bereitlagen, danach erfolgte die Durchfihrung der Schritte

2 bis 11 fur jeden Fermenter einzeln, bis alle bendttigten GefalRe in Betrieb waren.

2.Tag:

1.

aus jedem Fermenter eine Probe (10 ml) des flissigen Inhalts zur Bestimmung von pH-
Wert, Redoxpotenzial, NH3-N-Gehalt und Protozoenzahl entnehmen

im Fermenter befindliche Gasblasen durch finfmaliges kréaftiges Herabdriicken des In-
nenbehalters an der Hubstange entfernen

System Uber den Dreiwegehahn im Deckel mit 500 ml N, spilen, um die Fermentati-
onsgase mdglichst vollstandig im Gassammelbeutel aufzufangen

Gasbeutel verschliel3en und abnehmen

Fermenter aus dem Wasserbad nehmen und 6ffnen. Beutel mit festem Panseninhalt
entnehmen und durch einen zweiten mit Substrat ersetzen

entnommenen Beutel in einem Plastikbeutel mit vorgewarmtem Puffer (F1 bis F6: 60
ml; F7 bis F10: 42 ml) gleichmalig spulen und auswringen, Spulflussigkeit in den Fer-
menter geben

Fermenter verschlie3en, das in ihm befindliche Gas durch finfmaliges kraftiges Herab-
drucken des Innenbehéalters an der Hubstange entfernen

UberlaufgefaRR leeren, Flussigkeitsmenge bestimmen und Probe zur spateren SCFA-

Analyse einfrieren
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9.-12. wie Schritte 7 — 10 von Tag 1

3. bis 15. Tag:
wie am 2. Tag mit folgender Anderung bei den Schritten 5 und 6:
5. Fermenter aus dem Wasserbad nehmen und 6ffnen. Beutel mit Substrat, der 2 Tage
zuvor eingelegt wurde, entnehmen und durch Beutel mit frischem Substrat ersetzen
6. entnommenen Beutel in einem Plastikbeutel mit vorgewarmtem Puffer (F1 bis F6: 60
ml; F7 bis F10: 42 ml) gleichmafig spulen und auswringen, Spulflissigkeit in den Fer-
menter geben; Beutelinhalt in der Adaptationszeit (Tag 1 bis 10) verwerfen, in der

Sammelphase (Tag 11 bis 15) wiegen und bis zur spateren Analyse einfrieren

3.1.7 Analytische Methoden

3.1.7.1 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert der Fermenterflissigkeit wurde taglich vor dem Wechsel der Substratbeutel in
einer Probe von ca. 20 ml mit einer pH-Einstabmesskette (InLab 417 pH, Fa. Mettler Toledo,
Steinbach, D) und pH-Meter (CG 811, Fa. Schott, Hofheim, D) erfasst. Die Messapparatur
wurde taglich mit Standardpufferlésungen auf pH 4 und pH 7 geeicht.

3.1.7.2 Messung des Redoxpotenzials

Nach der Erfassung des pH-Wertes wurde bei denselben Proben das Redoxpotenzial mit
einer Einstabmesskette (N 6280, Fa. Schott) und einem daran angeschlossenen pH-Meter
(CG 837, Fa. Schott) ermittelt. Die Eichung der Elektrode erfolgte taglich mit einer Redox-
Pufferldsung (Nr. 209881250, Fa. Mettler Toledo, Steinbach, D).

3.1.7.3 Messung des NH3-N-Gehaltes

Neben dem pH-Wert und dem Redoxpotenzial wurde taglich bei einer Probe der Fermen-
terfliissigkeit auch der Gehalt an NH; —N bestimmt. Dazu wurde eine Elektrode (NH 1100,
Fa. Schott) mit angeschlossenem pH-Meter (CG 817, Fa. Schott) verwendet. Die Kalibrie-
rung erfolgte taglich tUber eine Eichreihe auf Grundlage einer seriell verdiinnten Ammoni-
umchlorid-Stammldsung (1.000 mg N / I).

Zur Uberpriifung der mit der Elektrode erzielten Ergebnisse wurde in den ersten beiden Ver-
suchsdurchgéngen zusatzlich die Bestimmung des NH3;-N nach CONwAY UND O MALLEY

(1942) durchgefuhrt. Da sich die Ergebnisse nicht unterschieden, wurde bei spateren Durch-
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gangen auf die Durchfiihrung der aufwéndigeren Labormethode verzichtet und nur mit der

Elektrode gearbeitet.

3.1.7.4 Messung der Fermentationsgase

Die Bestimmung des Gasvolumens erfolgte bei den RUSITEC-Untersuchungen mit Hilfe ei-
nes 2000ml-Messzylinders aus Polyethylen, an dessen Unterseite eine Offnung mit einem
Dreiwegehahn angebracht worden war. Dieser Messzylinder wurde durch Untertauchen in
einer wassergefillten Wanne vollstédndig mit Wasser gefiillt und mit der Unterseite nach oben
vorsichtig in diese Wanne gestellt.

Uber einen Schlauch wurde der Dreiwegehahn mit dem Gassammelbeutel verbunden, an-
schlieBend konnte das Gas bei langsamem senkrechten Herausziehen des Zylinders aus
dem Wasserbad durch den Saugdruck des Wassers aus dem Beutel gesaugt werden. Das
Volumen des abgesaugten Gases wurde dann direkt an der Skala des Messzylinders abge-

lesen.

Die Berechnung der Gasvolumina in Mol erfolgte durch Umformung der allgemeinen Gas-
gleichung (p*v=n+R«T) zu

_pXxv
RxT

mit n = Molanzahl
p = Luftdruck [Pa]

v = Gasvolumen [m3]
R = universelle Gaskonstante (8,3143 J « K* « mol™)

T = Temperatur [°K]

Die Gaszusammensetzung wurde gaschromatographisch unter den in Tabelle 9 dargestell-

ten Bedingungen bestimmt.
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Tabelle 9: Chromatographiebedingungen zur Bestimmung der Zusammensetzung des

Fermentationsgases.
Gerat Shimadzu GC 8A (Fa. Shimadzu Europa, Duisburg, D)
Detektor Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD)
Injektortemperatur 80°C
Saulenofentemperatur 40°C, isotherm
Detektortemperatur 80°C
Detektorstrom 80 mA
Saule Porapak Q (80 /100), 3 m x 4 mm
Tragergas Argon 40 ml / min (Einstellung: 180 kPa)
Probenmenge 1 ml, manuelle Injektion
Integrator Schimadzu CR-1B

Die Signale des Warmeleitfahigkeitsdetektors wurden durch den Integrator in Form von
Chromatogrammen aufgezeichnet. Die Flachen unter den Peaks wurden durch das Geréat
berechnet und in der dimensionslosen Einheit Area ausgegeben.

Eine Eichung des Gerats erfolgte jeden Morgen nach Inbetriebnahme. Hierzu wurde dreimal
1 ml eines speziell hergestellten Eichgasgemisches (Fa. Messer Griesheim, Kassel, D) der
Zusammensetzung 65% Kohlendioxid : 30% Methan : 4% Stickstoff : 1% Sauerstoff verwen-
det. Um die Stabilitdt des Systems zu Uberprifen, wurde die Eichung am Ende jeder Mess-

reihe wiederholt.

3.1.7.5 Bestimmung der Protozoenzahl

Die Zahlung der Protozoen erfolgte in Anlehnung an HARMEYER (1965). Dazu wurde in der
Sammelphase taglich 1 ml Probenflussigkeit aus dem RUSITEC-System bzw. dem Pansen
mit 1ml Protozoenlésung (Herstellung: 0,6 g Methylgrtin, 8 g NaCl, 100 ml 35%-ige Formal-
dehydldésung, H,Ogest. @ad 1.000 ml) gemischt und bis zur Zahlung in Dunkelheit gelagert. Zur
Auszahlung wurde dann eine Mischprobe pro Behandlung erstellt.

Die Zahlung erfolgte mit einem Lichtmikroskop der Fa. Carl Zeiss Jena unter Verwendung
eines Okulars mit Zahlquadrat bei 160-facher Vergrof3erung in einer modifizierten McMaster-
Zahlkammer (WETZzEL 1951). Diese Zahlkammer besitzt drei voneinander getrennte Einzel-

kammern mit Seitenlangen von 18 x 20 mm und einem Volumen von je 0,1568 mms.
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Fir die Bestimmung der Protozoenzahl einer Probe wurden die drei Abteilungen der Z&hl-
kammer mdglichst blasenfrei mit H,Oqest -verdinnter Probenflissigkeit gefillt und mit einem

Deckglaschen abgedeckt. Anschlieend wurden in jeder Kammer die Protozoen auf der FI&-
che von 40 Z&ahlquadraten ausgezahlt, wobei darauf geachtet wurde, dass diese mdglichst
gleichmaRig Uber die gesamte Flache der Kammer verteilt lagen. Um die Zahl der in einem
Quadrat ausgezahlten Protozoen auf einen Milliliter der Probenlésung aus dem Fermenter
beziehen zu kénnen, musste die Protozoenzahl mit dem Faktor 6377,55 (= 1.000 mm?3 Fer-
menterflissigkeit in der Protozoenldésung/ 0,1568 mm?3 Kammervolumen) multipliziert wer-

den. Die Berechnung der Protozoen pro Milliliter Probe erfolgte nach der Gleichung

Gesamtzahl der gezadhlten Protozoen x Faktor x Verdinnung
Anzahl der gezahlten Quadrate

Protozoen / ml Probe=

3.1.7.6 Messung der fliichtigen Fettsauren

Die Messungen der kurzkettigen flichtigen Fettsduren (SCFA) erfolgten gaschroma-
tographisch nach der Methode des internen Standards unter den in Tabelle 10 dargestellten
Bedingungen.

Als Probenmaterial kam pro Fermenter eine Mischprobe aller Tagesproben des Uberlaufs
aus der Sammelperiode zum Einsatz. Bei der Zusammenstellung der Sammelprobe wurden
die Schwankungen in der taglichen Uberlaufmenge jedes Fermenters beachtet.

Die Berechnung der Konzentrationen der einzelnen flichtigen Fettsauren erfolgte durch den
Vergleich der Peakflachen der Standardsubstanzen mit den Peakflachen der Probe unter
Beriicksichtigung des Korrekturfaktors des internen Standards. Die Zusammensetzung des

Standardgemisches kann Tabelle 11 entnommen werden.

Dabei wurde zu Beginn einer jeden Messreihe in den drei Kalibrierungsanalysen des Stan-
dardgemischs nach folgender Gleichung ein Korrekturfaktor errechnet (ISTD = interner Stan-
dard):

Area ISTD * mol Substanz
Area Subst.* mol ISTD

Korrekturfaktor =
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Tabelle 10:  Chromatographiebedingungen zur Bestimmung der SCFA

Gerat Shimadzu GC 14B (Fa. Shimadzu Europa, Duisburg, D)
Detektor Flammenionisationsdetektor (FID)

Injektortemperatur 200°C

Saulenofentemperatur 120°C, isotherm

Detektortemperatur 200°C

Synthetische Luft 50 kPa

Saule

Gepackte Glassaule, 2,1m, Shimadzu (221-143668-21)

Saulenfillung

10 % Carbowax 20 MTPA SP1000 mit 1 % HzPO, auf
Chromosorb WAW, 80 / 100

Tragergas

Wasserstoff 5.0, 100 ml / min (Einstellung: 100 kPa)
gleichzeitig Brenngas fur den FID

Probenmenge

1l

Probenaufbereitung

5 ml zentrifugiertes Probenmaterial + 250 pl Ameisensaure (mit

4% 2-Methylvaleriansdure) + 750 pl Metaphosphorséaure

Integrator Merk D-2000 (Fa. Merk, Darmstadt, D)
Tabelle 11: Berechnungsgrundlage zur Herstellung eines SCFA-Standardgemischs
Saure mmol /250 m| | umol / ml g/ mol Gehalt g/ ml ul /250 ml
Standard | Standard (%) Standard
Essigsaure 7,50 30,000 60,05 99,5 | 1,050 430
Propionséure 5,00 20,000 74,08 99,0 | 0,990 378
Iso Butterséure 0,25 1,000 88,11 98,0 | 0,947 24
n-Buttersaure 2,50 10,000 88,11 99,0 | 0,958 232
Iso-Valeriansaure 0,50 2,000 102,13 98,0 | 0,925 56
n-Valeriansaure 0,75 3,000 102,13 99,0 | 0,938 82
2-Methylvalerianséaure 3,89 15,557 116,16 | 98,0 | 0,922 500
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3.1.7.7 Bestimmung der mikrobiellen Proteinsynthese

Nach COENEN (1988) lasst sich mit Hilfe des stabilen Isotops *°N und dem Prinzip der Dauer-
infusion dieses Markers mit dem Puffer aus dem Verhéltnis der *>N-Anreicherung der Puffer-
lbsung und des Ammoniumpools im Uberlauf der Fermenter das synthetisierte Mikrobenpro-
tein ableiten. Da hierfir aber steady-state-Bedingungen vorausgesetzt werden missen, war
es erforderlich, schon von Versuchsbeginn an 1,5 mg °N-Harnstoff als Marker (95% Anrei-
cherung, Fa. Chemotrade GmbH, Leipzig, D) je Fermenter und Tag Uber den Puffer zu in-
fundieren.

Die Probenaufbereitung erfolgte nach der Methode von BRANDT (1979). Dabei wurde der
Ammonium-N aus 100 ml zuvor bei 1.500 g fiir 10 Minuten zentrifugierter Uberlauffliissigkeit
durch Destillation in eine Vorlage aus 0,1 n H,SO,4 , deren Menge flr jede einzelne Probe
entsprechend ihres NH,*-N-Gehaltes neu berechnet wurde, tberfihrt.

AnschlieBend wurde die Destillatmenge mit einem rechnerischen Stickstoffgehalt von 1,5 mg
auf durch Eindampdung auf 1 ml reduziert , diese Menge zu gleichen Teilen in zwei Schiff-
chen aus Zinnfolie (Fa. Ludi AG, Flawil, CH) pipettiert und vollstandig eingetrocknet.

Das Isotopenverhaltnis (*°*N/**N) bzw. die **N-Anreicherung in der Probe wurde gegen einen
Laborstandard als Blindwert im Isotopenlaboratorium fur biologische und medizinische For-
schung der Universitat Goéttingen massenspektrometrisch mit einem Elementaranalysator
(MAT 251, Fa. Thermo Finnigan, San Jose, USA) nach dem Online-Verfahren bestimmt.

Die durch Mikroben synthetisierte Stickstoffmenge wurde nach COENEN (1988) berechnet:

Mikroben-N [mg/d] =i  [(Si/ Sp) - 1]

mit r; = Infusionsrate [mg/d]
S = N-Uberschuss der Infusion
Sp = ™N-Uberschuss im NH4-N-Pool, d.h. im Uberlauf bei steady-state-

Bedingungen

Unter Zugrundelegung eines Stickstoffgehaltes in der Trockenmasse der ruminalen Mikroor-

ganismen von 8% (CzERkAWwSKI 1986) liel3 sich die gebildete Mikrobenmasse errechnen.
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3.2 Invivo-Untersuchungen

3.2.1 Versuchsaufbau

Zur Untersuchung des Einflusses der Ration auf den ruminalen Biotinumsatz beim Rind wur-
den Duodenalchymusproben aus verschiedenen, am Institut fir Tiererndhrung der Bundes-
forschungsanstalt fur Landwirtschaft in Braunschweig durchgefuhrten Forschungsvorhaben
(MATTHE 2001; LANGENHOFF 2002) verwendet. Ziel der Untersuchungen sollte es sein, die
duodenalen Flussmengen von organischer Substanz, Rohprotein und Biotin nach Futterung
verschiedener Rationen zu bestimmen. Zusatzlich wurde der Anteil des Mikrobenproteins am
Gesamtprotein des Chymus ermittelt.

Vergleichende Untersuchungen von ROHR ET AL (1984) haben gezeigt, dass zwischen einer
Totalsammlung von Chymusmaterial und der unten beschriebenen markergestitzten Stich-
probenentnahme von Dunndarmsaft nur geringe Differenzen in der ermittelten Flussmenge

am Duodenum bestehen.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden solche Rationen der in vivo-Versuche beriicksichtigt,
die den in den in vitro-Versuchen eingesetzten Rationen moglichst weitgehend entsprachen.

Die Futterrationen der in vivo-Untersuchungen werden in Tabelle 12 naher charakterisiert.

Tabelle 12: Charakteristik der Futterrationen in den in vivo-Versuchen

Ration Grundfuttermittel Konzentrat
1 Hoch -
2 Hoch Niedrig
3 Niedrig Hoch (Weizen)
4 Niedrig Hoch (Mais)

Aus Tabelle 13 sind die Anzahl der Tiere sowie die eingesetzten Futtermittel ersichtlich.
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Tabelle 13:  Versuchstiere und Futterrationen in den in vivo-Untersuchungen (Angaben in

Trockensubstanz pro Tier und Tag)

Ration An_zahl Grundfuttermittel Kraftfutter *
Tiere
1 2 Wiesenheu; 10 kg -
2 4 Maissilage / 8,88 kg Kraftfutter / 2,01 kg
3 3 Grassilage / 7,48 kg Kraftfutter ,Weizen" / 10,03 kg
4 3 Grassilage / 7,33 kg Kraftfutter ,Mais" / 10,13 kg

! Die genaue Zusammensetzung der Kraftfutter ist Tabelle 14 zu entnehmen

Das Kraftfutter der Ration 2 entsprach einem bei hohem Maissilageeinsatz erforderlichen
proteinreichen Ausgleichsfutter (s. Tab. 14). Die Rationen sollten damit einen anndhernden
Vergleich zwischen den Wirkungen der Grundfuttermittel auf Wiesenheu- (Ration 1) und
Maissilagebasis (Ration 2) sowie mit den Rationen 3 und 4 einen Vergleich der Wirkungen
von weizen- bzw. maisbetontem Kraftfutter (s. Tab. 14) in Kombination mit Grassilage als

Grundfutter ermdglichen.

Tabelle 14: Zusammensetzung der Kraftfuttermischungen in den in vivo-Untersuchungen

(Mischungsanteile in %)

Kraftfutter Kraftfutter Weizen Kraftfutter Mais
Komponente ) ] )
Ration 2 Ration 3 Ration 4

Weizen 29 87 -
Mais - - 87
Sojaextraktionsschrot 65 11 11
Sojadl 1 2 2
Mineralfutter 5 - -

Zur Deckung des Vitamin- und Mineralstoffbedarfs erhielten die Tiere, die die Rationen 3 und
4 verfuttert bekamen, je 100 g der Mineralstoffmischung 1101 ADE Super 5 (Fa. Cimbria,
jetzt Deutsche Vilomix, Hess. Oldendorf, D) und BASU-Kraft Nr. 0441 SM (Sondermischung
Fa. BASU Mineralfutter GmbH, Bad Sulza, D). Die gleichen Mineralstoffmischungen kamen
auch bei Ration 2 zu gleichen Teilen zum Einsatz. Die Zusammensetzungen der Mineral-

stoffmischungen sind nach Herstellerangaben in Tabelle A3 im Anhang aufgefiihrt.
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Jede Ration wurde in einer zweigeteilten Periode von insgesamt je 49 Tagen gefuttert und

umfasste 2 Sammelphasen fir duodenale Chymusproben:

Teil I:

Teil Il:
(Wdh.)

14 Tage Vorfutterung als Adaptation

5 Tage Erfassung pansenphysiologischer Parameter

2 Tage ohne Datenerfassung

5 Tage Sammlung duodenaler Chymusproben

9 Tage fortgesetzte Flitterung der Versuchsration

5 Tage Erfassung pansenphysiologischer Parameter

2 Tage ohne Datenerfassung

5 Tage Sammlung duodenaler Chymusproben

2 Tage Pause bis zur ndchsten Rationsvariante

Die Versuche zur Uberpriifung des Einflusses von Mais oder Weizen als hauptséachliche

Konzentratkomponente (Rationen 3 und 4) waren ursprtinglich in Form eines vollstdndigen

Cross Over Uber die Dauer von zwei Perioden geplant, in dem je zwei der 4 zur Verfugung

stehenden Tiere das maisbetonte und die anderen zwei Tiere das weizenbetonte Kraftfutter

vorgelegt bekommen sollten. Nach einer Periode sollte das Konzentrat gewechselt werden.

Im ersten Versuchsviertel musste allerdings ein Tier aus dem Versuch genommen werden,

da es die erforderliche Futtermenge nicht aufnahm. Da eine Ersatzkuh nicht zur Verfligung

stand, wurde der Versuch als unvollstandiger Cross Over weitergefuhrt.

Die folgende Tabelle 15 stellt das beschriebene Versuchsschema dar.

Tabelle 15:  Versuchsschema zur Uberpriifung des Einflusses von mais- und
weizenbetonten Kraftfutterrationen
. 1. Periode 1. Periode 2. Periode 2. Periode
Ration Kuh I I | I
Grassilage + Grassilage + Grassilage + Grassilage +
4/3 Ulane _ _ , _
Mais-Konz. Mais-Konz. Weizen-Konz. | Weizen-Konz.
_ Grassilage + Grassilage + Grassilage + | Grassilage +
3/4 Leisa _ _ _ _
Weizen-Konz. | Weizen-Konz. Mais-Konz. Mais-Konz.
Grassilage + Grassilage + Grassilage + | Grassilage +
4/3 Romke _ _ _ _
Mais-Konz. Mais-Konz. Weizen-Konz. | Weizen-Konz.

Die Versuche mit der grundfutterreichen und kraftfutterarmen Ration 2 umfassten ebenfalls

zwei Perioden. In der ersten Periode kam jedoch eine Maissilage zum Einsatz, die aus einer

anderen Maishybride als in der 2. Periode bereitet war.
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Die Ergebnisse der Futteranalysen sind Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Gehalte an Trockensubstanz (%), Weender Rohnahrstoffen (% in T) sowie
Zellwandfraktionen ADF und NDF (% in T) der in den in vivo-Versuchen

eingesetzten Futtermittel

Futter- _ Periode,

- Ration o T XA XL XP XF | ADF | NDF | NfE
Heu 1 1 87,7 | 75 1,3 | 138 | 37,3 | 36,4 | 73,3 | 40,1
Heu 1 2 88,7 | 57 1,7 | 12,8 | 29,3 | 29,7 | 60,8 | 50,5

Maissil. 2 1 29,4 | 44 3,2 78 | 192 | 19,2 | 35,0 | 65,4

Maissil. 2 2 315 | 47 2,3 8,8 | 233 | 27,1 | 44,7 | 60,9

Konz. 2 1 87,2 | 95 33 | 343 | 50 59 | 16,5 | 47,9

Konz. 2 2 87,3 | 9,1 31 | 328 | 49 58 | 16,9 | 50,1

Grassil. 3 1/1 356 | 141 | 2,8 | 141 | 30,1 | 33,0 | 53,2 | 38,9
Grassil. 3 /1 370 | 112 | 25 | 159 | 32,6 | 352 | 57,3 | 37,8
Konz. W 3 1/1 86,4 | 3,3 31 | 169 | 31 36 | 16,1 | 73,6
Konz. W 3 /1 87,2 3,2 3,2 17,9 3,0 3.4 14,4 | 72,7
Grassil. 4 1/1 31,5 | 11,7 2,6 152 | 32,7 | 34,2 | 544 | 37,8
Grassil. 4 1/ 338 | 7,3 2,7 | 11,0 | 26,5 | 29,1 | 51,3 | 52,5
Konz. M 4 1/1 87,0 | 3,2 59 | 17,0 | 3,0 32 | 13,1 | 70,9
Konz. M 4 /1 87,6 | 3,2 58 | 16,8 | 3,0 33 | 12,8 | 71,2

Maissil. = Maissilage; Konz. = Konzentrat; Grasssil. = Grassilage; Konz. W = weizenbetontes
Konzentrat ; Konz. M = maisbetontes Konzentrat

3.2.2 Versuchstiere und deren Haltung

Die in vivo-Untersuchungen wurden an 6 verschiedenen Milchkihen der Rasse Deutsche
Holstein durchgefuhrt. Alle Tiere waren mit einer weitlumigen Kunststoff-Kantle (10 cm inne-
rer Durchmesser) im dorsalen Pansensack und einer T-Kanule (Kunststoff, 2 cm innerer
Durchmesser) am proximalen Duodenum (ca. 30 cm hinter dem Labmagenausgang) aus-
gestattet.

Die Tiere waren strohlos in Einzelanbindung aufgestallt. Die Liegeflache war dabei im vorde-
ren Bereich mit einer Gummimatte ausgestattet, wahrend das hintere Drittel des Standes mit
einem Metallrost gestaltet war. Die Kihe konnten Uber Selbsttrdnken unbegrenzt Wasser

aufnehmen und wurden zweimal taglich gefittert und gemolken (5:30 Uhr und 15:30 Uhr).
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3.2.3 Gewinnung von Duodenalchymusproben

Wahrend der 5-tdgigen Sammelperioden wurde Uber die T-Kanlle Tag und Nacht alle 2
Stunden Chymus aus dem Duodenum entnommen (12 Stichproben in 24 Stunden). Dabei
wurden pro Entnahmezeitpunkt und Tier 4 Kunststoffflaschen mit einem Volumen von je
100ml gefullt.

Unmittelbar danach wurde bei allen 4 Proben der pH-Wert bestimmt. Die Probe mit dem je-
weils niedrigsten pH-Wert (méglichst wenig Pankreas- und Gallensekrete) wurde in Tages-

sammelbehéltern bei —20°C eingefroren, die tbrigen drei verworfen.

3.2.4 Analytische Methoden

3.2.4.1 Bestimmung der duodenalen Flussmengen

3.2.4.1.1 Herstellung und Verabreichung des Chrommarkers

Die Bestimmung der Flussmengen am Duodenum erfolgte mit Cr,O3 als Marker. Zur Herstel-
lung des Markers nach @rRsKovV ET AL. (1971) wurden 30 kg Weizenmehl (Typ 550/68) mit 7,5
kg Chrom-(lll)-oxid (Cr,O3) und 375 g Aluminiumsulfat-Hydrat (Al,(SO4); X H,O) grindlich
vermischt und daraus unter Zugabe von Wasser ein Brei mit der Konsistenz von Hefeteig
hergestellt. Diese Masse wurde bei 60 °C getrocknet und Uber ein 3mm-Sieb vermahlen. Die
fur den Versuch benétigte Markermenge wurde anschliel3end auf Rundfilter eingewogen und
mit einem Streifen Klebeband verschlossen. Die Konzentration an Chrom betrug 139,2 + 0,9
mg pro g Markersubstanz.

Die Verabreichung des Markers erfolgte nach der Methode von ROHR ET AL. (1979). Jeweils
in den 10 Tagen vor Beginn der Sammelperiode wurde den Tieren zweimal taglich (um 5:45
und 17:45 Uhr) 50 g Marker durch die Pansenkaniile appliziert, damit sich ein Gleichgewicht
zwischen Markerzufuhr und -ausscheidung einstellen konnte. Dazu wurde die Kanule geoff-
net, das Klebeband uber der Kanllendffnung vom Beutel entfernt, der nun offene Beutel ein-
gegeben und mit Hilfe eines Kunststoffstabes vorsichtig mit dem Panseninhalt vermischt.
Anhaftende Partikel am Stab wurden bei seiner Entnahme mit Wasser ebenso in den Pan-
sen gespllt wie etwaige Markeranhaftungen an der Kaniile.

Wahrend der Chymussammeltage und am Tag davor erhielten die Tiere viermal taglich (um
5:45, 11:45, 17,45 und 23:45 Uhr) je 25 g Marker auf die gleiche Weise verabreicht.
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3.2.4.1.2 Bestimmung der Chromkonzentration

Fir die Bestimmung der Chromkonzentration (modifiziert nach WILLIAMS ET AL. 1961) in den
gefriergetrockneten Duodenalchymusproben wurde 1 g Material Gber Nacht bei 105°C im
Trockenschrank getrocknet, nach Bestimmung der Trockensubstanz erfolgte die Veraschung
der Probe bei 550°C im Muffelofen und die Ermittlung des Aschegehaltes. Die veraschte
Probe wurde anschlieRend quantitativ in einen 250ml-Messkolben tberfihrt und unter Zuga-
be von 3 ml Phosphorsaure-Mangansulfatiosung und 4 ml 4,5%-iger Kaliumbromatlésung
zum Kochen gebracht. Nach Abkthlen im Eisbad wurden zu der Losung 25 ml verdinnte
Calciumchloridlésung gegeben und wiederum 5 Minuten gekocht. Nach Abkuhlung erfolgte
die Fallung des Braunsteins mit konzentrierter Natronlauge.

Nach Filtration der aufbereiteten Probe am néchsten Tag erfolgte die Ermittlung des Chrom-
gehaltes durch ein Atomabsorptionsspektrometer (GBC 908 AA, Fa. Scientific Equipment Pty
Ltd., Dandenong, AUS) mit Hilfe einer Standardkurve. Auf die gleiche Weise wurden in
chromfreiem Chymus der Reagenzienblindwert (Blindprobe) sowie der Chromgehalt der ein-
gesetzten Markersubstanz bestimmt.

3.2.4.1.3 Berechnung der Trockensubstanzfliisse

Die Berechnung der Trockensubstanzflisse am Duodenum stellte die Grundlage fir alle wei-
teren Nahrstoffflussberechnungen dar und erfolgte wie in den folgenden Gleichungen darge-

stellt:

mg Chrom pro Kuh und Tag
mg Chrom pro kg Chymus- T

T - Flussam Duodenum [kg/d] = / 1000

mit mg Chrom pro Kuh und Tag
Markersubst.-T

mg Markersubst.-T x mg Chrom pro g Markersubst.-T

Trockensubstanz der Markersubstanz

Chymus-T = Trockensubstanz des Chymus [kg]

3.2.4.2 Messung der mikrobiellen Proteinsyntheseleistung

Wie bei den in vitro-Versuchen wurde auch bei den Proben der in vivo-Versuche der Anteil
des mikrobiellen Proteins am Gesamtprotein, hier als Anteil am Duodenalprotein, bestimmt.
Die Messung wurde aber in diesem Falle unter Zuhilfenahme der Nah-Infrarot-Spektrometrie
(NIRS) durchgefiihrt. Nach Einwaage in Probenzellen aus Aluminium mit schwarzem Uber-

zug wurde jede Probe in doppelter Ausfuhrung im Nah-Infrarot-Spektrometer (NIRSystems



MATERIAL UND METHODEN 43

Model 6500 mit Autosampler, Fa. Foss Inc., Silver Springs, USA ) im Spektralbereich des
eingesetzten PbS-Detektors (1100 bis 2500 nm) gescannt. Die Kalibration basierte dabei
nicht auf ausgewahlten Wellenlangen, sondern mittels Regression auf dem gesamten o.g.
Spektralbereich. In 2-nm-Intervallen wurden die Daten gesammelt und als reziproker Loga-
rithmus der reflektierten Energie (log 1/R) gespeichert und als prozentualer Anteil des Mikro-
benproteins am Nicht-Ammoniak-Stickstoff (NAN) ausgegeben.

Da fur die Anteile NHz-N am Gesamt-N im Duodenalchymus ein Wert von 5,2 +1,2 % ange-
nommen werden kann (SCHAFFT 1983; ENGLING 1988; KRASTANOVA 1993), liegt der NAN-
Anteil bei 94,8 % des Gesamt-Stickstoffs (Gesamt-N — 5,2%).

3.2.4.2.1 Rechnerische Bestimmung der Mengen an nicht abgebautem Futterprotein

(UDP) sowie fermentierter organischer Substanz (FOS)

Die Berechnung der Mengen an nicht abgebautem Futterprotein (UDP) und an fermentierter

organischer Substanz (FOS) wurde wie folgt vorgenommen:

UDP [g/d] = XP Duodenum — XP Mikroben — XP endogen »
wobei XP ¢ndogen = 3,6 g N / kg Darmchymus-T (BRANDT ET AL. 1980)

FOS [g/d] = OS aufgenommen ~ (OS Duodenum™ OS Mikroben) ’
wobei OS wikroben = 11,8 X Mikroben-N [g/d] (SCHAFFT 1983)

3.3 Bestimmung des Biotingehaltes

Die Bestimmung der Biotingehalte der eingesetzten Futtermittel und gewonnenen Proben
aus den in vitro- und in vivo-Versuchen erfolgte wie bei FRIGG UND BRUBACHER (1976) be-
schrieben mit Hilfe eines mikrobiologischen Assays unter Verwendung von Milchséurebakte-
rien des Stammes Lactobacillus Plantarum ATCC 8014 nach Richtlinien der US-
amerikanischen Behtérde FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA 1996). Die genauen Vor-
schriften der Biotinbestimmung aus Milch (hier angewandt fiir Uberlaufflissigkeit) sowie Fut-
termittel (hier angewandt fir alle tbrigen Proben) kénnen dem Anhang unter A4 entnommen

werden.
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Zur Bestimmung des Gehaltes aus dem Material nach der Inkubation in der Pansensimulati-
on mussten die an den 5 Tagen der Sammelperiode gewonnenen Einzelproben der Uber-
laufflissigkeit sowie der Inkubationsrickstande aus den Nylonbeuteln, welche zuvor gefrier-
getrocknet und auf 5 mm vermahlen wurden, zuerst zu einer Mischprobe gepoolt werden.
Bei den Duodenalchymusproben aus den in vivo-Untersuchungen handelte es sich aufgrund
der Methodik ihrer Gewinnung (s. 3.2.3) bereits um Mischproben, so dass dieser Schritt dort
entfiel.

AnschlieBend wurde das Biotin durch Saurehydrolyse mit 1 M H,SO, im Autoklaven (120°C,
30 min) und anschlieRender enzymatischer Behandlung mit Papain (18 Stunden Inkubation
bei 37 °C) aus der Probe geldst, der Extrakt anschlieRend filtriert. Dieses Filtrat jeder Probe
wurde darauf in drei verschiedenen Konzentrationen (250pul, 500 pl, 1.000ul) und in je dreifa-
cher Wiederholung mit vorgegebenen Mengen eines Nahrmediums und H,O 4 in Rea-
genzglaser pipettiert, diese verschlossen und bei 120°C fur 10 Minuten im Autoklav sterili-
siert. Nach Abkihlung wurden die Glaser mit den Mikroorganismen beimpft und fur 19 Stun-
den bei 37°C inkubiert. Das eingesetzte Nahrmedium (Difco Biotin Assay Medium, Fa. Beton
Dickinson, Sparks, USA) enthielt alle fur die Laktobazillen notwendigen Nahrstoffe mit Aus-
nahme von Biotin, das mit dem Probenextrakt hinzugegeben wurde. Das Zellwachstum
stand demnach in Abh&ngigkeit vom Biotingehalt der Probe. Im Anschluss an die Inkubation,
die durch eine Erhitzung der Proben fur 3 Minuten auf 105°C beendet wurde, erfolgte die
Messung der Tribung der gewachsenen Zellsuspension im Spektralphotometer (DU 65, Fa.
Beckman, Fullerton, USA) bei einer Wellenlange von 660 nm.

Zur Quantifizierung des Biotingehaltes der Proben diente eine Eichkurve auf Basis einer se-
riell verdiinnten Biotin-Stamml&sung (100ug/ml), die bei jedem Messdurchgang aus 32 Ein-
zelwerten in 8 Konzentrationen (= 4 Wiederholungen pro Konzentration) erstellt wurde. Auf
dieser Kurve waren die Extinktionswerte der Standards nach Inkubation mit LB Plantarum
gegen die Biotinkonzentration aufgetragen.

Eine Uberprifung der Methodik erfolgte bei jeder Extraktion und Messung durch das Mitfiih-
ren eines Standards mit definiertem Biotingehalt.

Neben den bereits erwahnten Richtlinien wurden auch die Vorgaben des Herstellers der fir

diese Methode bendtigten mikrobiologischen Nahrmedien (DIFCco 1998) berticksichtigt.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Biotingehalte der eingesetzte Futtermittel in den
in vitro- und in vivo-Untersuchungen sind in der folgenden Tabelle 17 aufgefihrt.

Die Werte stimmen weitgehend mit den Angaben der Literatur (s. Tab. 2) Uberein.
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Tabelle 17:

Biotingehalte der in

Futtermittel

den in vitro- und in vivo-Untersuchungen eingesetzten

Untersuchung Futtermittel Biotingehalt (ug/kg T)
Heu 376
in vitro Weizen 135
Mais 135
Mineralfutter 190
(Rzlt%l:l) 255
st
in vivo K{F?igi?lt;?r 285
Craseiage 356
Crassiage 450
Kraﬁftjggﬁgnvgez-en 142
Kraf};l;ztoirzll)VIals 129

3.4 Mathematisch-statistische Auswertung der Versuchsergeb-

nisse

Die Untersuchungsergebnisse wurden varianzanalytisch mit der Methode der kleinsten Ab-

weichungsquadrate (Least-Square-Means) nach HARVEY (1970) ausgewertet.

Dazu wurden in den RUSITEC-Untersuchungen flr die taglich wahrend der Sammelperioden

erhobenen Parameter zunéchst Mittelwerte pro Fermenter und Messperiode gebildet, so

dass wie fur die gepoolten Sammelproben pro Versuchsvariante 10 Beobachtungswerte (2

Fermenter x 5 Durchgénge) in die statistische Auswertung eingingen.

Diese Auswertung erfolgte fir die Faktoren ,Ration“ und ,Faunierungsstatus nach folgen-

dem Modell:
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Yik =M+ A+ B+ (AB); +ey
mit Yix = Beobachtungswert
M = Gesamtmittel
A = Effekt der eingesetzten Ration
B = Effekt des Faunierungsstatus
AB = Interaktion Ration x Faunierungsstatus

e = Restvarianz

Mittels t-Test wurden zunéchst gepriift, ob die verschiedenen Durchgénge einen Einfluss auf
die gewonnenen Daten hatten. Das war jedoch nicht der Fall, sodass bei der Aufstellung des
Modells fir die varianzanalytische Auswertung auf eine Faktor ,Durchgang” verzichtet wer-

den konnte.

Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten wurden mit dem TUKEY-Test fur multiple
Mittelwertsvergleiche auf ihre Signifikanz tGberprift (p < 0,05).
Um den Effekt der eingesetzten Getreideart bestimmen zu kénnen, wurden die Werte aller

Weizen- denen aller Mais-Rationen gegenibergestellt und mit dem t-Test Uberpruft.

In den In vivo-Versuchen wurde der Effekt einer Defaunierung nicht untersucht.

Zuerst wurden mit dem t-Test die Daten auf Tiereffekte oder auf Effekte verschieden langer
Adaptationszeiten Uberprift, die die Durchgdnge und die Adaptationszeiten hatten jedoch
keinen Einfluss. Im Gegensatz dazu bestanden Effekte der Tiere, die geblockt beriicksichtigt
wurden. Durch diese Prozedur wird bei der Varianzanalyse der Restfehler minimiert und die
Aussagekraft der Analyse fir die anderen Faktoren erhoht.

SchlieBlich wurde die Varianzanalyse lediglich mit dem Faktor ,Ration“ nach folgendem Mo-

dell durchgefihrt.
Yi =H+A+p+e
mit i = Beobachtungswert
= Gesamtmittel

= Effekt der eingesetzten Ration

= Effekt des Blockes ,Tiere”

O ™ > E <

= Restvarianz
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4. Untersuchungsergebnisse

4.1 In vitro-Versuche

4.1.1 Fermentationsparameter

Die Ergebnisse der in den RUSITEC-Untersuchungen gemessenen Fermentationsparameter
werden unter Berticksichtigung der Einflussfaktoren ,Ration®, ,Faunierungsstatus”, der Inter-
aktion zwischen diesen beiden Faktoren und der Getreideart im Konzentrat in Tabelle 18
aufgezeigt. Die den Mittelwerten zugrunde liegenden Einzelwerte aus 5 Wiederholungen mit
je 2 Fermentern pro Rationsvariante finden sich in Tabelle A6 des Tabellenanhangs.

Der Faktor ,Ration" fasst jede der 5 Rationen mit den Varianten ,fauniert" und ,defauniert"
zusammen (n =5 x 2 = 10). Der Faktor ,Faunierungsstatus" stellt ohne Beriicksichtigung der
Rationszusammensetzung die faunierten den defaunierten Varianten gegentber (jeweils 5
Rationen in 5 Wiederholungen: n = 5 x 5 = 25). Die Spalte ,Interaktion Ration x Faunie-
rungsstatus” zeigt die Signifikanz bestehender Wechselwirkungen zwischen den Faktoren
.Ration" und ,Faunierungsstatus". In der Spalte ,Getreideart im Konzentrat" sind signifikante
Unterschiede der Wirkungen der eingesetzten Getreideart ohne Beriicksichtigung ihres An-
teil an der Gesamtration oder des Faunierungsstatus aufgefihrt (fir beide Getreidearten je 2
Rationen fauniert und defauniert in 5 Wiederholungen: n =2 x 2 x 5 = 20)

Bei den angegebenen Produktionsraten handelt es sich teilweise um korrigierte Werte. Die
Korrekturen mussten vorgenommen werden, da die eingegangenen technischen Grunddaten
,Uberlaufmenge" und ,FermentergréRe” durch den Einsatz zwei verschiedener RUSITEC-
Geréte nicht einheitlich waren (s. Tab. 6). Bei der Beschreibung der einzelnen Parameter im

folgenden Text wird erldutert, wie die Werte ggf. korrigiert wurden.

Mit steigendem Konzentratanteil der Ration fielen die pH-Werte signifikant ab, und zwar bei
den Rationen mit Weizen signifikant stérker als bei denen mit Mais. Die Defaunation beein-
flusste den pH-Wert nicht. Es ergab sich eine signifikante Interaktion zwischen den Faktoren

»Ration“ und ,Faunierungsstatus”.

Die Gehalte an NH4-N in den Fermentern der Pansensimulation variierten in Abhangigkeit
der zugefiihrten Substrate sehr stark: Wahrend die weizenbetonte konzentratarme Ration im
Vergleich zur reinen Heuration einen signifikant héheren NH,;-N—Gehalt verursachte, flhrte
die maisbetonten Variante mit demselben Heu/Konzentrat-Verhéaltnis zu tendenziell geringe-
ren Gehalten als mit der Heuration. Bei einer weiteren Steigerung des Konzentratanteils der

Ration wurde dieser Unterschied noch deutlicher: Die konzentratreiche weizenbetonte Ration



Tabelle 18: Einfluss der Ration und des Faunierungsstatus” auf Fermentationsparameter in der Pansensimulation RUSITEC

Ration Faunierungs- Interaktion
Getreideart status
Parameter 2/3 Heu, 1/3 Heu, im Ration
1/1 Heu 1/3 Konzentrat 2/3 Konzentrat Konzentrat] fauniert defauniert X
Weizen Mais Weizen Mais Faunierungs-
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n =20 n=25 n=25 status
taglich *

pH 6,68 ¢ 6,57 ° 6,59 ¢ 6,35 ° 6,44 " ¥) s 6,54 6,51 %) ex
NH,-N [mmol/l] 3,71° 4,85° 2,69° 5,63 ¢ 1,372 410" 3,24%

Methan [mmol/d] 6,60 ° 5,93° 5,43° 5,91° 5,132 " 6,56 " 5,00 2

aus Sammelprobe *

Protozoen (*103)/ml] 17,682 | 82,20¢ | 56,57° | 26,29® | 20,37°? 40,62 ° 0,022

C 2 [mmol/d] 39,572 | 47552 | 4354% | 5843"° | 43,12°% . 44,68 48,33

C 3 [mmol/d] 17,612 | 26,37 | 2598% | 34,29° | 32,62% 23,50° | 31,18°

iC 4 [mmol/d] 077° | 0,76% | 049%* | 067* | 0,39° o 0,65 0,59

nC 4 [mmol/d] 5,81 751 | 5,76 745 | 7,36 8,94 ° 4,672

iC 5 [mmol/d] 1,44 209 | 1,77 2,75 | 2,08 2,80° 1,312

nC 5 [mmol/d] 1,03° 1,67 | 091% | 212° ! 0512 1,45 1,05

>, SCFA [mmol/d] 66,23% | 8595° | 7845% | 105,71° ! 86,08" - 82,02 87,13

Mikroben-N [mg/d] | 110,15*° | 126,05° | 101,74® | 133,98° | 84,972 108,29 | 114,20
Mittelwerte mit unterschiedlichen Indizes innerhalb einer Zeile unterscheiden sich signifikant.
L. Art der Datenerfassung g « :p<005; « :p<0,01; =~ :p>0,01
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hatte den hochsten NH4-N-Gehalt aller Rationen zur Folge, die maisreiche konzentratbetonte
Ration den niedrigsten. Die Unterschiede zwischen den Wirkungen der Rationen mit Weizen
oder Mais erwiesen sich als signifikant. Ebenfalls signifikant war die Absenkung des NH,-N-
Gehaltes in den defaunierten im Vergleich zu den unbehandelten Fermentern.

Die taglich gebildete Methanmenge wurde zunachst auf eine einheitliche tagliche Substrat-
menge korrigiert, welche sich als Mittelwert der taglich in die Fermenter 1 bis 6 gegebenen
Futtereinwaagen errechnete. Dazu wurden fir jeden der 10 Fermenter aus den gemessenen
Werten zunachst die in Methan auftretenden Anteile der Bruttoenergie des Futters berech-
net, die dann auf einheitliche Futtermengen in allen Fermentern Ubertragen wurden. Den

Berechnungen lagen folgende Bruttoeneriegehalte zugrunde:

Heu 16,01 MJGE /g
Weizen 16,24 MJGE /g
Mais 16,68 MIJGE /g
Methan 55kJGE /g (GfE 1995; KIRCHGESSNER 1997)

Die taglich gebildete Methanmenge unterschied sich zwischen den drei Futtervarianten signi-
fikant: Sie nahm mit steigendem Konzentratanteil ab. Dabei bildeten die Rationen mit Weizen
mehr Methan als die mit Mais, bei den Rationen mit hohem Konzentratanteil war dieser Un-
terschied signifikant. Die defaunierten Fermenter setzten signifikant weniger Methan frei als

die faunierten.

Die Protozoen wurden durch die Defaunierung vollstandig eliminiert bzw. mit wenigen Aus-
nahmen auf ein extrem niedriges Niveau gesenkt (vgl. Tab. A5). Der Einfluss der Ration auf
die Protozoenkonzentration wird daher nur auf Basis der faunierten Fermenter dargestellt.
Die Zahl der Protozoen, bei denen es sich zu einem Uberwiegenden Teil um entodinio-
morphe Spezies handelte, erhdéhte sich von der reinen Heuration zu den Rationen mit gerin-
gem Konzentratanteil signifikant und fiel bei den Rationen mit hohem Konzentratanteil wieder
ab. Weizen fihrte im Vergleich zu Mais bei geringem Konzentratanteil zu einer héheren Pro-

tozoenkonzentration

Die Mengen an taglich gebildeten flichtigen Fettsauren wurden auf Basis einer einheitlichen
taglichen Uberlaufmenge, namlich dem Mittelwert der Mengen der ersten 6 Fermenter be-
rechnet und verhielten sich in Abhéngigkeit der Rationen und des Faunierungsstatus” sehr
unterschiedlich. Acetat (C2) und Propionat (C3) nahmen mit steigendem Kraftfutteranteil zu,
jedoch ergaben sich nur fir die Ration mit hohem Weizenanteil im Vergleich zur reinen Heu-
ration signifikant hohere Werte. Umgekehrt verhielt es sich mit iso-Butyrat (iC4): Mit steigen-
dem Konzentratanteil sanken die taglich freigesetzten Mengen, die zu beobachtenden Un-
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terschiede gegeniiber der Heuration erwiesen sich jedoch nur bei hohem Maisanteil als sig-
nifikant unterschiedlich. Die Bildung von n-Butyrat (nC4) und iso-Valeriat (iC5) wurde von der
Rationszusammensetzung nicht signifikant beeinflusst. Signifikante Unterschiede ergaben
sich wiederum fur die Gehalte an nC5 (n-Valeriat): Hier fielen die Werte mit steigendem
Maisanteil in der Ration ab, wahrend sie bei Weizenzulage stiegen. Dabei unterschied sich
die Konzentration bei hohem Weizenanteil im Vergleich zur Heuration und zu den beiden
Maisrationen signifikant. Die Getreideart wirkte sich signifikant auf die Gehalte an C2, iC4
und nC5 aus, die Defaunation bewirkte einen signifikanten Anstieg der taglich freigesetzten

C3-Mengen sowie eine geringere Bildung von nC4 und iC5.

Die Gesamtmengen an taglich gebildeten SCFA stiegen mit zunehmendem Konzentratanteil
der eingesetzten Ration an, mit Ausnahme der Ration mit niedrigem Maisanteil war dieser
Anstieg gegenlber der reinen Heuration signifikant. Die Art des eingesetzten Getreides im
Konzentrat hatte auch bei diesem Parameter einen signifikanten Einfluss, wahrend sich der

Faunierungsstatus nicht auswirkte.

Die Mengen an mikrobiell fixiertem Stickstoff (Mikroben-N) wurden fir die Fermenter 7 bis 10
uber die mikrobielle Effizienz der Zelltrockenmassebildung als Hilfsparameter abgeleitet.

Dazu wurde aus den Originaldaten fur die SCFA-Produktion mit Hilfe einer von DEMEYER ET
AL. (1995) angegebenen Gleichung® die Mengen an fermentierter Hexose und der mittels
®N-Dauerinfusion gewonnenen Ergebnisse unter Zugrundelegung von 8% N in der mikro-
biellen Zelltrockenmasse (CzerRKAWSKI 1986) die Mengen an gebildeter mikrobieller Zelltro-
ckenmasse berechnet. Die Relation von gebildeter mikrobieller Trockenmasse zu fermentier-
ter Menge an Hexose diente dann unter Berlcksichtigung der korrigierten Produktionsraten
an SCFA (s.0.) zur Berechnung der Mikroben-N-Mengen pro Tag fur die Fermenter 7 — 10,

wahrend fir die Fermenter 1 — 6 die unkorrigierten Originaldaten eingesetzt wurden.

Die Mengen an mikrobiell gebundenem Stickstoff stiegen mit der weizenreichen Ration signi-
fikant Gber das Niveau der Ubrigen Rationen an. Auch mit der Ration mit niedrigem Weizen-
anteil wurde im Vergleich zu den maishaltigen Rationen mehr Stickstoff mikrobiell gebunden.
Zwischen den Getreidearten konnte damit ein signifikanter Unterschied statistisch nachge-

wiesen werden. Der Faunierungsstatus wirkte sich dagegen nicht signifikant aus.

! fermentierte Hexose [g/d] = 162 x [mmol Acetat/2 + mmol Propionat/2 + mmol Butyrat]
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4.1.2 Biotinumsatz in den in vitro-Untersuchungen

Der Einfluss der Faktoren ,Ration“ und ,Faunierungsstatus” auf den Biotinumsatz in der
Pansensimulation ist in Tabelle 19 aufgezeigt. Die dazugehérigen Einzeldaten kénnen der
Anhangstabelle A7 entnommen werden

Die Werte des Faktors ,Ration” setzen sich wie bereits im Abschnitt 4.1.1 fur die Fermentati-
onsparameter beschrieben flir jede der 5 Rationen aus je der faunierten und der defaunier-
ten Variante zusammen (n = 5 x 2 = 10). Fir die Auswertung des Faktors ,Faunierungssta-
tus” wurden aus den 5 Wiederholungen die Daten der 5 Rationen ohne Beachtung ihrer Zu-
sammensetzung der Kategorie ,fauniert* oder ,defauniert* zugeordnet (n = 5 x 5 =25) . Da
keine signifikanten Interaktionen zwischen den beiden Faktoren und keine signifikanten Ef-
fekte der eingesetzten Getreideart auftraten, beschrankt sich die Darstellung des Biotinum-

satzes auf die Effekte der Ration und des Faunierungsstatus’.

Die Daten der Fermenter 7 bis 10 wurden zur Herstellung der Vergleichbarkeit mit den Daten
der Fermenter 1 bis 6 volumenkorrigiert. Die jeweilige Vorgehensweise fiur die notwendigen
Korrekturen der einzelen Parameter wird bei der Betrachtung der Ergebnisse einzeln darge-
stellt. Zuerst erfolgte die Berechnung der gemessenen Biotinmengen in Rickstadnden und
Uberlaufen als Anteil der tatsachlich mit dem Futter zugefiihrten Biotinmengen, dann wurden
unter Beibehaltung dieser errechneten Anteile die Korrektur der Biotinmengen in Beutelinhalt
und Uberlauffflissigkeit auf eine einheitliche tagliche Substratmenge vorgenommen, wie sie

auch fur die mit dem Futter aufgenommene Biotinmenge beschrieben wurde.

Tabelle 19: Biotinumsatz in den in vitro-Untersuchungen (ug/d)

Ration Faunierungs-

oo 2/3 Heu, 1/3 Konz. | 1/3 Heu, 2/3 Konz.| _ status
one 1/1 Heu Weizen Mais | Weizen Mais r]:?gr-t dﬁif:rl:'
n=10 n=10 : n=10 n=10 : n=10 n=25 n=25
Futter vor Inkubation 4,136 3,253 | 3,253 | 2,367 | 2,377 | 3,076 3,077
Fester Riickstand n.. 0,912 | 0580 | 0564 | 0,489 : 0,662 | 0,610 0,689
Uberlauf 1,848 1,922 | 1,973 | 1643 | 1,925 | 1,714 | 1,995
Fester Riickstand + Uberlauf n. .| 2,760 2,503 | 2,537 | 2,132 | 2,587 | 2,324 | 2,684
Bilanz [out - in] 1,376 | -0,750® {0,716 ° | -0,234° | 0,210 ¢ |-0,752 | -0,393

Konz. = Konzentrat; n. I. = nach Inkubation

Mittelwerte mit unterschiedlichen Indizes innerhalb einer Zeile unterscheiden sich signifikant mit p <0,05

Die mit dem Futter zugefuhrten Biotinmengen wurde fir die Fermenter 7 bis 10 auf die

durchschnittlich zugefihrte Futtermenge der Fermenter 1 bis 6 linear korrigiert. Sie sanken
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mit steigendem Konzentratanteil der Ration signifikant. Vor der Inkubation waren die Gehalte

im Futter der beiden Behandlungsarten ,fauniert” und ,defauniert* anndhernd gleich.

Die Korrektur der Biotinmengen in den festen und flissigen Fermentationsrickstanden wur-
den folgendermaRen durchgefihrt: Zuerst erfolgte die Berechnung der gemessenen Biotin-
mengen in Rickstanden und Uberlaufen als Anteil der tatsachlich mit dem Futter zugefihr-
ten Biotinmengen, dann wurden unter Beibehaltung dieser errechneten Anteile die Korrektur
der Botinmengen in Beutelinhalt und Uberlauffflissigkeit auf eine einheitliche tagliche Sub-
stratmenge vorgenommen, wie sie auch fir die mit dem Futter aufgenommene Biotinmenge
beschrieben wurde.

Nach der Inkubation lag der Biotingehalt in den Substratrickstanden der reinen Heuration
am hochsten und sank dann beim Einsatz der beiden Rationen mit geringem Kraftfutteranteil
tendenziell ab, beim Einsatz der Rationen mit hohem Maisanteil stieg er wieder an, erreichte
aber nicht den Wert der reinen Heuration. Die Futterrickstidnde wiesen nach Fermentation in
defauniertem Inokulum gegentiber dem faunierten Status einen tendenziell héheren Biotin-
gehalt auf.

Die Biotinmengen in der Uberlaufffliissigkeit verhielten sich unabh&ngig von der zugefiihrten
Konzentratmenge: Wahrend bei der Ration mit niedrigem Weizenanteil der Gehalt im Ver-
gleich zur reinen Heuration tendenziell zunahm, sank er bei der Ration mit hohem Weizenan-
teil unter das Niveau der reinen Heuration. Bei den Maisrationen dagegen stieg der Biotinge-
halt der Uberlauffliissigkeit mit steigendem Konzentratanteil. Diese Unterschiede zwischen
den einzelen Rationen konnten statistisch nicht abgesichert werden. Die Gehalte in den de-

faunierten flissigen Rickstanden lagen nicht signifikant Gber denen der faunierten.

Die Summe der Biotinmengen in den festen Riickstanden und Uberlaufen zeigten keine sig-
nifikanten Unterschiede, tendenziell fuhrte dabei die konzentratarme Weizenration zu den
niedrigsten Mengen an Biotin nach der Fermentation, die maisbetonte Konzentratration zu
den hochsten. Der etwas hohere Gehalt in den Rickstanden aus defaunierter Inkubation

gegenlber denen aus faunierter erwies sich als nicht signifikant.

Die Biotinbilanz, berechnet als Differenz der in den Inkubationsrickstdnden auftretenden
Biotinmengen und dem mit dem Futter zugefihrten Biotin, nahm mit steigendem Konzentrat-
anteil der Ration zu, die Unterschiede gegenuber der reinen Heuration erwiesen sich mit
Ausnahme der grundfutterreichen Ration mit Weizenanteil als signifikant. Das maisreiche
Substrat steigerte die Biotinbilanz gegentber der maisarmeren Fitterungsvariante beson-
ders stark, so dass sich auch ein signifikanter Unterschied zur weizenreichen Versorgung
ergab. Die Defaunation hob die Bilanz ebenfalls etwas an, jedoch war der Unterschied zu
den faunierten Ansatzen nicht signifikant.
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4.2 Invivo-Untersuchungen

Die Ergebnisse der in den in vivo-Untersuchungen erfassten Parameter werden unter Be-
ricksichtigung des Faktors ,Ration” als Mittelwerte in Tabelle 21 dargestellt. Die diesen an-
gegebenen Mittelwerten zugrunde liegenden Einzelwerte sind in der Anhangstabelle A8 auf-
gefuihrt. Die Ergebnisse der Erfassung der pansenphysiologischen Parameter werden in die-
ser Arbeit nicht angegeben, da sie in den Arbeiten von MATTHE (2001) und LANGENHOFF

(2002) bereits veroffentlicht und diskutiert wurden.

Tabelle 20:  Einfluss der Rationen auf duodenale Flussmengen an Trockensubstanz, Mik-
roben-N, fermentierter organischer Substanz, unabgebautem Futterprotein
und Biotin in den in vivo-Versuchen

Ration
Probe 100% Heu Maissilage + 49% Grassilage, 51% Konz.
Konzentrat Weizen Mais
n=4 n=8 n==6 n=6

Futter-Aufnahme 5

T [kg/d] 8,922 10,89 ° 17,37 ° 17,62°

OS [kg/d] 8,332 10,28"° 16,12 ° 16,29 ¢

XP [g/d] 1186 1408° 2817 ¢ 2789 ¢

Biotin [ mg/d] 2,55 2,35° 4,48° 4,26°

Biotin [pg/kg T] 286 ° 2172 258 " 242 %

Flussmengen bzw. Gehalte am

Duodenum '

T buodenum, [kg/d] 4,93° 5,63° 9,89 " L 11,04°

T buodenum [iN % der T-Aufnahme] 55,3 51,7 56,9 62,6

FOS * [kg/d] 5,94 2 7,83° 13,13 ¢ 11,59

XP [ug/d am Duodenum] 1200 1463° 3262 ° 3172°¢

Mikroben-N [g/d] 120,0? 174,7° 395,1°¢ 356,1 ¢

Mikroben-N [g/kg OS-Aufn.] 14,4° 17,0 245" 21,9°

UDP ? [g/d] 276,52 169,2 * 333,32 532,6 "

Biotin [ug/kg T puodenum] 376,12 782,8°¢ 581,1 " . 5569 ab

Biotin [pg /d am Duodenum] 1834,7 2 4372,3° 57853 |  61615°

Biotin [am Duod. in % des Eintrags] 72° 186 ° 129° 145°

Biotin [ug/kg T-Aufn.] 206 2 401 ° 3332 350

Biotin [pug/g Mikroben-N] 15,29 25,03 14,64 17,30

Mittelwerte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich signifikant mit p <0,05

Konz. = Konzentrat; T = Trockensubstanz; OS = organische Substanz; XP = Rohprotein; Aufn. = Aufnahme; Touodenum, = T-

Flussmenge am Duodenum; UDP = unabgebautes Futterprotein ; FOS = fermentierte organische Substanz; Duod. = Duodenum

'FOS=0s aufgenommen — (OS puodenum — OS Mikroben), WObEI OS wikroben = 11,8 Mikroben-N (ScHAFFT 1983)
2 UDP = XP pyodenum — XP mikroben — XP endogen), WODbei XP endogen = 3,6gN / Darmchymus-T (BRANDT 1980)
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Nach Verfltterung der reinen Heuration fiel der T-Fluss am Duodenum mit dem Chymus sig-
nifikant niedriger als bei den konzentrathaltigen Rationen und tendenziell niedriger als bei
der Ration auf Maissilage-Basis aus. Die auf die aufgenommenen T-Mengen bezogenen T-
Flussmengen beliefen sich auf 52 bis 63% ohne signifikante Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen.

Der Menge an fermentierter organischer Substanz (FOS) Tag lag bei der reinen Heuration
mit 5,94 kg/d am niedrigsten und stieg Uber die Maissilageration und die Grassilageration mit
Maiskonzentrat (7,83 bzw. 11,59 kg/d) bis zur Ration auf Grassilagebasis mit Weizenkon-
zentrat (13,13 kg/d). Bezogen auf die aufgenommene T-Menge lag die Menge FOS bei der
Heuration (67%) in der gleichen Grol3enordnung wie bei den Rationen mit Konzentrat (66%
bei Weizen bzw. 76% bei Mais).

Ferner wurde bei reiner Heufitterung signifikant weniger Mikroben-N im Duodenalchymus
nachgewiesen als mit den konzentrathaltigen Rationen. Bei Bezug auf die OS-Aufnahme
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den héheren Gehalten der Rationen auf
Grassilagebasis und den beiden anderen Rationen, wobei der Wert bei der Heuration der

niedrigste war.

Die Mengen an im Pansen unabgebautem Futterprotein (UDP) lagen bei der Grassilagerati-
on mit Maiskonzentrat am hdchsten und unterschieden sich signifikant von den Werten der

anderen Rationen.

Die taglich mit dem Futter zugefuhrten Biotinmengen sollen aufgrund der unterschiedlichen
Mengen an aufgenommenem Futter nur bezogen auf die T-Aufnahme betrachtet werden. So
lag der Biotingehalt der T mit der reinen Heuration am héchsten und bei der Maissilageration
am niedrigsten, die Gehalte der beiden Grassilagerationen lagen zwischen diesen beiden
Extremwerten. Die Unterschiede zwischen der Maissilageration und der Ration auf Grassila-
gebasis mit Maiskonzentrat sowie zwischen den beiden Grassilagerationen mit weizen- oder

Maiskonzentrat erwiesen sich als nicht signifikant.

Die im Duodenalchymus nachgewiesene Menge Biotin war, bezogen auf 1 kg T-Fluss, sehr
variabel. Der signifikant hochste Wert wurde bei der Maissilageration ermittelt, wahrend die
drei anderen Rationen zwar auch relativ stark voneinander abwichen, diese Unterschiede
statistisch jedoch nicht abgesichert werden konnten.

Gegenuber der aufgenommenen Biotinmenge lag der Biotinfluss am Duodenum bei reiner
Heuflutterung im Mittel um 0,70 mg/d niedriger (Reduktion um 28%), dagegen bei Versor-
gung der Kiuhe mit eiweil3ergénzter Maissilage um 2,02 mg/d (86% Steigerung), bei Fltte-
rung der weizenreichen Grassilageration um 1,31 mg/d (29% Zunahme) und mit der maisrei-

chen Grassilageration um 1,90 mg/d (45 % Steigerung) hoher.
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Die am Duodenum anflutenden Biotinmengen standen sowohl mit der Menge an synthetisier-

tem Mikrobenprotein (r>=0,65) als auch mit der Menge FOS (r?= 0,87) in Beziehung.



DISKUSSION 56

5. Diskussion

5.1 Invitro-Untersuchungen

In vitro-Untersuchungen bieten die Moéglichkeit, die mikrobiellen Umsetzungen im Pansen
unter kontrollierten Laborbedingungen zu untersuchen (CzZERKAWSKI 1986). Fiir die Uberprii-
fung des Einflusses der Ration (Heu/Konzentrat-Verhdltnis, Kohlenhydrattrédger im Konzent-
rat) und des Faunierungsstatus auf den Biotinumsatz wahrend der Pansenfermentation wur-
de das kontinuierliche in vitro-System RUSITEC (Pansensimulationstechnik) gewahlt
(CZERKAWSKI UND BECKENRIDGE 1977), das schon seit vielen Jahren am Institut betrieben
wird und in mehreren Promotionsvorhaben mit unterschiedlichen Fragestellungen Anwen-
dung fand (BRINKMANN 1991; BEKENDORF 1993; BONGARTZ 1995; DA COSTA GOMEZ 1999).
Nachteile des Systems liegen darin begriindet, dass die Einflisse des Spendertieres und der
Pansensaftentnahme (z.B. Nuchterungsdauer des Tieres; Temperierung des Saftes; anae-
robe Bedingungen in der Saugflasche) direkt in das System Ubernommen werden. Daher
wurde versucht, die Spendertiere immer konstant zu fittern, vor der Pansensaftentnahme fir
die verschiedenen Durchgange immer die gleiche Nichterungsdauer einzuhalten und ferner
bei der Pansensaftentnahme von jedem der drei Spendertiere die gleiche Menge Saft zu
entnehmen.

Die Durchfiihrung der Untersuchung erfolgte in 5 Wiederholungen, um zum einen gentigend
Daten fir eine aussagekraftige Auswertung der Untersuchungsergebnisse zu bekommen,
und zum anderen, um ausreichend Probenmaterial fir die Biotinanalytik (fur die Extraktion
von Biotin aus einer Probe werden mind. 10 g bzw. 10 ml Material benétigt; vgl. A4) und
Rickstellproben zur Verfiigung zu haben.

Ein moglicher Kritikpunkt an der Durchfihrung der in vitro-Untersuchungen ist die Verteilung
der verschiedenen Testrationen auf die zwei unterschiedlichen Gerate mit unterschiedlichen
Fermentervolumina. Es stellt sich die Frage, ob es trotz Berlcksichtigung der Unterschiede
in den FermentergréRen der beiden Anlagen in den Substrateinwaagen, der Dosierung des
Defaunierungsdetergenzes und der Pufferzufuhr (s. Tab. 6), sinnvoller gewesen ware, in
jedem der Geréte je eine Wiederholung der 5 verschiedenen Rationsvarianten zu untersu-
chen, um mdogliche Einflisse der Gerate auf Fermentationsparameter und Biotinumsetzun-
gen auszuschlieRen. Mdgliche Unterschiede zwischen der faunierten Variante in dem einen
und der defaunierten Variante im anderen Gerat hatten dann aber nicht nur auf die An- oder
Abwesenheit der Protozoen zuriickgefiihrt werden kdénnen. Da vor Untersuchungsbeginn
jedoch noch keine Erkenntnis dartiber vorlag, ob und in welcher GréZenordnung der Faunie-

rungsstatus einen Einfluss auf die Biotinumsetzungen austbt und dieser mdglicherweise
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kleiner gewesen ware als der Einfluss der verschiedenen Gerate, wurden die beiden im Hin-
blick auf den Faunierungsstatus maoglichen Varianten derselben Ration in einem Gerét ge-

testet.

5.1.1 Fermentationsparameter

Bevor die gewonnenen Ergebnisse der Fermentationsparameter diskutiert werden, soll an-
hand einiger Parameter auf die Plausibilitdt der Daten eingegangen werden, indem sie mit
anderen Untersuchungsergebnissen verglichen werden.

Fur eine effektive mikrobielle Proteinsynthese sollte der Gehalt an NH4-N nicht unter 50 mg
bzw. 2,78 mmol pro | Pansensaft liegen (SATTER UND ROFFLER 1975; SLYTER ET AL. 1979). In
den eigenen Untersuchungen wurden in Abhangigkeit der Ration Gehalte zwischen 1,37
(also unter dem genannten Grenzwert) und 5,63 mol NH4-N pro | Pansensaft bestimmt, wo-
bei die mikrobielle Proteinsynthese (gemessen als mikrobiell fixierter Stickstoff) bei Einsatz
der Rationen, bei denen die geringsten Mengen Ammonium-N anfielen, am geringsten aus-
fiel.

Als weiterer Parameter zur Beurteilung der gewonnenen Daten soll die Effizienz der mikro-
biellen Synthese, die als Relation von mikrobieller Zelltrockenmasse zu fermentierter Hexose
nach DEMEYER ET AL. (1995) errechnet wird, herangezogen werden. In den eigenen in vitro-
Untersuchungen ergaben sich pro kg fermentierter Hexose (errechnet anhand der Gleichung
von DEMEYER ET AL. 1995 ? ) durchschnittliche Produktionsraten an mikrobieller Zelltrocken-
masse von 252 g (Heu), 218 g (8g Heu + 4g Weizen), 187 g (8g Heu + 4g Mais), 231 g (49
Heu + 8g Weizen) und 170 g (4g Heu + 8g Mais). Die Grol3enordnung der mikrobiellen Syn-
thesen entsprach damit Verhdltnissen, wie sie auch unter in vivo-Bedingungen auftreten
(STERN UND HOOVER 1979).

Die Anteile der einzelnen fllichtigen Fettsduren an der Zusammensetzung der SCFA belau-
fen sich in vivo nach DEMEYER ET AL. (1995) auf ca. 70% Acetat, 20% Propionat und 10%
Butyrat, eine Literaturlbersicht bei JOUANY ET AL. (1988) gibt fiir ausgewachsene Rinder An-
teile von 52 — 64 % Acetat,11 — 15% Propionat und 21 — 27 % Butyrat an. In den eigenen
Untersuchungen wurde die Zusammensetzung der SCFA im Mittel aller Einzedaten mit 55%
Acetat, 32% Propionat und 9% Butyrat bestimmt und lag damit in vergleichbarer GréRenord-
nung zu den Literaturangaben.

Die Methanbildung unterliegt sehr komplexen Vorgangen und soll daher nicht direkt als
MaRstab zur Beurteilung der Plausibilitat der gewonnenen Daten herangezogen werden.

Vielmehr soll der bereits als Hilfsmafistab bei der Volumenkorrektur der angefallenen Me-

? fermentierte Hexose [g/d] = 162 x [mmol Acetat/2 + mmol Propionat/2 + mmol Butyrat]
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thanmengen genutzte Anteil der methangebundenen Energie an der aufgenommenen Brut-
toenergie betrachtet werden. BERGNER UND HOFFMANN (1996) geben diesen Anteil in Abhan-
gigkeit der geflitterten Ration und damit des Musters der fliichtigen Fettsduren mit ca. 7% an.
In den eigenen Untersuchungen wurden zwischen 2,7 und 4,4% der zugefihrten Bruttoener-
gie in Form von Methan umgesetzt. Betrachten man jedoch nur die Ergebnisse aus faunier-
ter Inkubation, da diese den in vivo-Verhdaltnissen eher entsrechen, so liegt dieser Anteil in

Abhangigkeit der Rationen zwischen 3,2 und 5,4%.

5.1.1.1 Einfluss der Ration

Mit steigendem Konzentratanteil der Ration fiel der pH-Wert signifikant ab. Dieser Effekt
wurde in diversen Untersuchungen nach hohen Kraftfuttergaben aufgrund intensiver Fer-

mentation nachgewiesen (MACKIE ET AL. 1984).

Die erfasste Menge des angefallenen Ammoniums, das beim Abbau von Futterproteinen und
NPN-Verbindungen im Pansen entsteht (DEMEYER UND VAN NEVEL 1980), stieg bei den Rati-
onen mit zunehmendem Weizenanteil signifikant an, wahrend der Gehalt von NH,4-N bei stei-
gendem Maisanteil in der Ration signifikant abnahm. Diese Unterschiede zwischen den Rati-
onen und auch den Getreidearten lassen sich mit dem Rohproteingehalten der Futtermittel
begriinden: Beim eingesetzten Weizen lag der Rohproteingehalt bei 13,5% in der Trocken-
substanz, beim Heu lag dieser Anteil bei 11,8% und beim Mais bei nur 9,9 % (vgl. Tab. 7).
Dadurch wurde mit den Maisrationen insgesamt weniger Futterprotein zugefihrt als mit der
Heu- und den Weizenrationen, wahrend sich der im Vergleich zu Heu hohere XP-Anteil des

Weizens in héheren NH4-Werten niederschlug.

Die Methanbildung wurde in den eigenen Untersuchungen mit steigendem Konzentratanteil
in der Ration eingeschrankt. Der Zusammenhang liegt darin, dass bei steigendem Konzent-
ratanteil der Ration die ruminale Fermentationsintensitdt und damit die Freisetzung von
Wasserstoff zunimmt. Der vermehrt freigesetzte Wasserstoff kann zur Bildung von Propionat
auf Kosten einer relativ verminderten Methanbildung genutzt werden (MACKIE ET AL. 1984).
Diese Wechselbeziehung kann auch anhand er gebildeten Mengen an Propionsaure (C3)

nachvollzogen weden: mit steigendem Konzentratgehalt stieg deren tagliche Freisetzung.

Die Protozoenzahl nahm mit steigendem Konzentratanteil der Ration zunéchst zu. Diese
Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von REICHL (1961) sowie ABE UND IRIKI (1978), die
belegen, dass mit steigendem Anteil leicht fermentierbarer Kohlenhydrate in der Ration die
Protozoenzahl zunimmt und dabei vor allem die grof3en entodiniomorphen Ciliaten der Gat-
tungen Ophryoscolex und Polyplastron gefordert werden. Bei weiterer Erhohung des Kon-

zentratanteils in der Ration ging in den eigenen Untersuchungen die Zahl der Protozoen ten-



DISKUSSION 59

denziell wieder zuriick, was im Einklang mit Beobachtungen aus verschiedenen Untersu-
chungen steht (EADIE UND MANN 1970, LATHAM ET AL. 1971, GRAIN ET AL. 1979). Als Begriin-
dung werden in den angegebenen Verdffentlichungen hohe Starkegaben mit der Folge eines
Abfalls im pH-Wert fur den Rickgang der Protozoenzahl bis hin zu einem vollstandigen Aus-
fall der Fauna verantwortlich gemacht. In den eigenen in vitro-Untersuchungen wurden star-
ke Schwankungen im pH-Wert durch kontinuierliche Pufferzufuhr jedoch ausgeschlossen, so
dass der zu beobachtende Effekt hier ebenfalls mit Populationseffekten (Rickgang der einen
zugunsten einer anderer Protozoenart, Verschiebungen in der Protozoen/Bakterien-Relation)

zu erklaren ist.

ITABASHI ET AL. (1984) beschrieben ferner den Zusammenhang zwischen den Protozoen und
der Methanogenese: Bei einem Ruckgang der Protozoenzahl geht auch die Zahl der metha-
nogenen Bakterien, die sehr eng mit Protozoen der Entodinium-Arten verbunden sind, mit
der Folge einer verminderten Methanbildung zuriick. Dieser Effekt der sinkenden Methan-
menge bei sinkenden Protozoenzahlen lasst sich deutlicher nach der Defaunierung erken-

nen.

Die mit steigendem Konzentratanteil in der Gesamtration zunehmenden Mengen von Acetat
und Propionat entsprechen Ergebnissen von JOUANY (1996) sowie MACKIE ET AL. (1984). Die
Steigerung der Fermentationsintensitat lasst sich anhand der Gesamtmengen der SCFA be-
legen. Da die Fermentation der Starke aus Weizen schneller ablauft als die der Maisstarke,
ist bei den Rationen mit weizenhaltigem Kraftfutter die Menge an SCFA gegenuber den Rati-
onen mit Maisanteil im Konzentrat z.T. deutlich erhéht.

Die Menge téaglich gebildeten mikrobiellen Stickstoffs zeigte einen signifikanten Einfluss der
eingesetzten Getreideart: Wahrend der Wert bei den Rationen mit steigendem Weizenanteil
signifikant anstieg, fiel er bei den Maisrationen tendenziell ab. Auch andere Autoren fanden
beim Einsatz schwer fermentierbarer Starke verminderte mikrobielle Syntheseleistungen
(OLDHAM ET AL. 1979; LEBZIEN ET AL. 1983), wobei im vorliegenden Fall zusatzlich auch eine
limitierte N-Versorgung mitgewirkt haben kann.

Bei der Berechnung der Effizienz der mikrobiellen Synthese ergaben sich, wie bereits er-
wahnt, GrolRenordnungen, die Verhaltnissen unter in vivo-Bedingungen entsprechen. Die
Effizienz der mikrobiellen Zellsynthese nahm mit steigenden Getreideanteilen in der Ration
ab, wobei Mais deutlicher wirkte als Weizen. Die Ursachen hierfir liegen in der niedrigeren
ruminalen Abbaubarkeit der Mais- im Vergleich zur Weizenstarke und mdaglicherweise im N-

Mangel.
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5.1.1.2 Einfluss der Defaunierung

Eine bei Defaunierung auftretende Absenkung des pH-Wertes (WILLIAMS UND COLEMAN
1992) konnte in den eigenen Untersuchungen aufgrund der kontinuierlichen Zufuhr des star-
ken Puffers nicht festgestellt werden. Sie lasst sich mit der von WHITELAW ET AL. (1972) be-
schriebenen pH-stabilisierenden Wirkung der Protozoen im faunierten Pansensaft erklaren:
Die Protozoen nehmen ganze Starkegranula auf und entziehen sie damit der sofortigen
Fermentation durch die Bakterien.

In Untersuchungen von KURIHARA ET AL. (1978) an Hammeln war die Zahl der zellulolytischen
Bakterien im Pansen faunierter Tiere gegenuber Tieren ohne Protozoen erhéht. Dagegen
betrug der Anteil der amylolytischen Bakterien an der Gesamtpopulation im Pansen bei den
defaunierten Tieren 65%, wahrend deren Anteil in faunierten Tieren nur 6% betrug. Bei Ver-
abreichung grof3er Mengen Konzentrat an defaunierte Tiere waren die pH-Werte aufgrund
der gesteigerten Bildung von Lactat niedriger als in einer Kontrollgruppe mit intakter Pansen-
fauna. Die Zahl der saureempfindlichen zellulolytischen Bakterien im Pansen wurde redu-

ziert, wahrend die der sduretoleranteren amylolytischen zunahm.

Die Methanogenese wurde, Ubereinstimmend mit Angaben aus der Literatur (DEMEYER UND
VAN NEVEL 1979; USHIDA ET AL. 1986), durch die Defaunation deutlich herabgesetzt. Dies
beruht auf der Reduktion der methanogenen Bakterien, die sehr eng mit Protozoen der En-
todinium-Arten verbunden sind und bei deren Abt6tung ebenfalls unwirksam gemacht wer-
den (ITABASHI ET AL. 1984). WHITELAW ET AL. (1984) sahen eine weitere Ursache nach Unter-
suchungen an defaunierten und unbehandelten Rindern in Unterschieden der Proportionen
der gebildeten SCFA zueinander und einer damit einhergehenden Veranderung der Methan-
bildungsrate (s.u.). Zusatzlich verstoffwechseln Protozoen Sauerstoff und haben somit eine
wichtige Rolle bei der Sauerstoffeliminierung im Pansen. HILLMAN ET AL. (1985) beobachteten
bei defaunierten Schafen einen voribergehenden Anstieg des ruminalen Sauerstofflevels
nach der Fitterung. Das hohere Sauerstoffniveau fihrt nach SCcoTT ET AL. (1983) zur Hem-
mung der Wasserstoffbildung und Methanogenese.

Die Reduktion der gebildeten Methanmenge durch den Einsatz des Defaunierungsdetergen-
zes um ca. 23% deckt sich mit Resultaten von LEINMULLER UND MENKE (1986), die in ihren

Untersuchungen einen Rickgang zwischen 10 und 20% verzeichnen konnten.

Die erfasste Menge an NH,-N lag in den defaunierten Fermentern signifikant niedriger als in
den faunierten. Diese Beobachtung deckt sich mit Werten aus der Literatur (VEIRA ET AL.
1981, 1983, 1984; MEYER ET AL. 1986; ROMULO ET AL. 1986). Protozoen spielen somit eine
wichtige Rolle bei der Freisetzung von NHs, wobei der Grund dafir nicht nur in einer intensi-

veren Fermentation der Futterproteine durch die Pansenfauna, sondern vermutlich auch in
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einer hoheren Wiederverwertung von Mikrobenprotein bakteriellen Ursprungs und einer klei-
neren Anzahl ammoniumnutzender Bakterien zu finden ist (LENG UND NOLAN 1984). Der da-
bei freigesetzte Stickstoff wird nur zu 50% flr Synthesezwecke verwendet, der Rest wird in
das Medium abgegeben (COLEMAN 1975). JOUANY UND SENAUD (1982) vertraten zusatzlich
die These, dass der Ammonium-Zuwachs bei Inkubation mit Protozoen nicht nur aus dem
Abbau des von den Protozoen verdauten Bakterienproteins stammt, sondern auch auf eine

geringere N-Aufnahme durch eine kleinere Bakterienpopulation zuriickzufihren ist.

Beim Vergleich der SCFA-Zusammensetzung von faunierter mit defaunierter Fermenterflis-
sigkeit aus der Pansensimulation fallen die héheren Propionat- und niedrigeren iso-Butyrat-
und n-Butyratanteile in den defaunierten Ansatzen auf. DEMEYER UND VAN NEVEL (1979) er-
hielten aus Untersuchungen mit Hammeln &hnliche Ergebnisse und zogen daraus den
Schluss, dass Protozoen fur die Butyratproduktion eine wichtige Rolle spielen, wahrend Pro-
pionat Uberwiegend durch Bakterien gebildet wird. Andere Erklarungsansatze fir den Zu-
sammenhang zwischen pH-Wert und SCFA-Muster wie z.B. der von MACKIE ET AL. (1978),
demzufolge bei niedrigem pH-Wert die Zahl der sdureempfindlichen, butyratbildenden Bakte-
rien (Butyrivibrio, Eubacterium) absinkt, wéhrend die Entwicklung von lactat- und propio-
natproduzierenden Bakterien (Megasphera, Veillonella) begunstigt wird, kdnnen hier nicht
herangezogen werden, da der pH-Wert zwischen den defaunierten und den faunierten Fer-
mentern nicht differierte.

Bei der Bildung von Acetat und Butyrat wird Wasserstoff frei, wohingegen die Bildung von
Propionat mit einem Nettoverbrauch von H, einhergeht. Da der Wasserstoff von den metha-
nogenen Bakterien zu CH, umgewandelt wird, ist folglich bei Inkubation von Substrat in de-
fauniertem Medium bei Bildung von mehr Propionat und weniger Butyrat die Menge an Was-
serstoff und letztlich daraus gebildetem Methan geringer (WITHELAW ET AL. 1984). @RSKOV ET
AL. (1968) berechneten diesen Unterschied stdchiometrisch fr typische SCFA-Proportionen
und fanden heraus, dass die Methanbildung in faunierten Tieren bis zu zweimal hdéher aus-
fallen kann als in defaunierten.

Die Defaunierung wirkte sich nicht auf die Menge des mikrobiell gebundenen Stickstoffs aus.
Auch die Effizienz der mikrobiellen Zellsynthese wurde nicht signifikant beeinflusst. Dieses
den Erwartungen nicht ganz entsprechende Ergebnis ldsst sich damit begriinden, dass auch
in den faunierten Varianten die Konzentration an Protozoen gering war. Der Verlust an
mikrobieller Trockenmasse durch Verschwinden der Protozoen wurde vermutlich durch ein
gesteigertes Bakterienwachstum kompensiert. Den Erklarungsansatz, dass nach der Defau-
nierung keine Bakterien von Protozoen konsumiert werden und dadurch der Mikrobenertrag

steigt, beschrieben VAN NEVEL UND DEMEYER (1981).
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5.1.2 Biotinumsatz

5.1.2.1 Einfluss der Ration

Die den Biotingehalten der Rationen zugrunde liegenden Biotingehalte der eingesetzten Fut-
termittel (s. Tab. 19) deckten sich mit den Literaturangaben (vgl. Tab.2). Der Rickgang der
mit dem Futter aufgenommenen Biotinmenge bei steigendem Konzentratanteil der Ration
wurde auch schon von HAYES ET AL. (1966) sowie ABEL ET AL. (2001) beschrieben.

Die mit den festen und flissigen Inkubationsrickstanden aus dem Simulationssystem taglich
ausgetragenen Biotinmengen entsprachen in ihrer Gréf3enordnung den bereits in einer friihe-
ren Untersuchung mit Heu-Gerste-Rationen gemessenen Werten (ABEL ET AL. 2001). Aller-
dings wirkten sich in den eigenen Untersuchungen steigende Konzentratanteile anstelle von
Heu im Gegensatz zu steigenden Gersteanteilen in der fritheren Untersuchung nicht min-
dernd auf die Biotinaustrage aus, vielmehr verhielten sich diese weitgehend unabhangig von
den mit Heu, Weizen und Mais zugefiihrten Biotinmengen.

Die Bilanzmengen wurden fur diese Versuche als Differenz zwischen den in den Inkubations-
rickstanden nachgewiesenen und den mit dem Futter zugefuhrten Biotinmengen bestimmit.
Sie stiegen mit zunehmendem Konzentratanteil der Ration: Die reine Heuration fuihrte zu
einer deutlich negativen Biotinbilanz, die mit steigenden Getreideanteilen zunehmend aus-
geglichen wurde und mit der maisreichen Ration einen positiven Wert erreichte. Auch dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu der zitierten friheren Untersuchung mit Heu-Gerste-
Rationen, allerdings lagen dort die Biotingehalte in den Ausgangsrationen auch auf einem

insgesamt niedrigeren Niveau.

5.1.2.2 Einfluss der Defaunierung

Es konnten keine signifikanten Einflisse der Defaunierung auf die mikrobiellen Biotinumset-
zungen in der Pansensimulation nachgewiesen werden.

Der tendenziell héhere Biotingehalt in den Fermentationsriickstdnden der defaunierten An-
satze kbnnte ein Anzeichen dafir sein, dass Biotin von den Protozoen bendtigt wird. Daflr
lassen sich jedoch, wie bereits unter 2.4.4 beschrieben, in der Literatur keine Hinweise fin-
den. Auch kénnte die Beobachtung der tendenziell geringfiigig hoheren Biotingehalte in den
Ruckstdnden aus den defaunierten Fermentern ein Hinweis sein, dass die Anzahl biotin-
synthetisierender Bakterien oder ihre Syntheseleistung ansteigt, wenn keine Protozoen an-
wesend sind. Die Erklarung fur den ersten Effekt (Anzahl Bakterien) liefern auch hier VAN
NEVEL UND DEMEYER (1981), die wie bereits erwahnt, beschrieben, dass nach der Defaunie-
rung keine Bakterien von Protozoen konsumiert werden und dadurch der Mikrobenertrag

steigt. Auch Uber einen Einfluss auf die Syntheseleistung der biotinsynthetisierenden Bakte-
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rien, in unserem Fall auch speziell iber den Einfluss einer Defaunierung oder der Rations-
gestaltung, lasst sich in der Literatur kein Hinweis finden.

Bei der Interpretation des Ergebnisses bleibt zu beachten, dass die aufgetretenen Unter-
schiede signifikant nicht abgesichert werden konnten. Somit bedurften sie weiterer Uberpri-

fung.

5.2 Invivo-Untersuchungen

Generell sind in vivo-Messungen kosten-, arbeits- und zeitintensive Verfahren. Au3erdem
bergen die geringen Tierzahlen, die Notwendigkeit des Einsatzes eines Markers sowie durch
das Betreuungspersonal verursachte Effekte Fehlerquellen (STERN ET AL. 1977). Versuche
mit Hilfe von Tieren, die operativ mit Fisteln oder Kanulen versehen worden sind, sind zudem
oftmals mit Komplikationen verbunden. So beschrieben z.B. HARMON UND RICHARDS (1997),
dass durch Umleitungskanilen die Darmperistaltik gehemmt wird und so auch besonders im
Duodenum Chymusrickflisse auftreten kénnen. Einfache T-Kanilen, wie sie im vorliegen-
den Versuch Verwendung fanden, wirken sich am wenigsten nachteilig auf die Darmmotilitéat
und den Chymusfluss aus. Allerdings erschweren T-Kanilen die Sammlung reprasentativer
Proben, was eine hohe Anzahl Stichproben erforderlich macht.

Bei den in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen kam es zu keinem der beschriebenen

Probleme.

Bevor die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen diskutiert werden, soll auch hier anhand
einiger Beispiele kurz auf deren Plausibilitat eingegangen werden.

Die am Duodenum geflossene T-Menge lag mit Anteilen an der aufgenommenen T-Menge
von 52 bis 63% in gleichen Gré3enordnungen wie in friheren Untersuchungen (z.B. 61,9 bis
63,1 % bei ROHR ET AL. 1984).

Die Effizienz der mikrobiellen Synthese (Berechnung s. 4.1.1) betrug fir die reine Heuration
238 g mikrobielle Zelltrockenmasse pro kg FOS, bei Ration 2 lag sie bei 279 g, und fir die
Rationen 3 und 4 bei 376 bzw. 378 g. Der Wert der reinen Heuration stimmt mit dem der
Heuration aus den in vitro-Untersuchungen Uberein, die anderen Werte liegen deutlich dar-
uber, was an den verhaltnismaRig hoheren Mengen an mikrobieller Zelltrockenmasse liegt.
Die Daten sind in den GrolRenordnungen vergleichbar.

Die Menge an aufgenommenem Biotin entsprach mit Werten zwischen 2,5 und 4,5 mg pro

Tag der GréRenordnung wie mit 2,5 mg/d von WEISS UND ZIMMERLY (2000) fir Bullen ermit-
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telt und am unteren Rand der von FRIGG ET AL. (1993a) fur Kiilhe angegebenen Menge (4 bis
10 mg/d).

Die gebildeten Mengen an Mikrobentrockenmasse variierten sehr stark. Nur die Grassilage-
rationen mit Konzentratzulagen hatten mit 376 bzw. 378 g/kg FOS annahernd die GréRRen-
ordnung des aus der von LEBZIEN UND VOIGT (1999) angegebenen mikrobiellen Proteinsyn-
these errechneten Mittelwertes von 362 g/kg FOS. Der Wert der Heuration lag mit 238 g/kg
FOS ebenso deutlich darunter wie der der Maissilageration mit 279 g/kg FOS, beide lagen
aber deutlich Gber dem von LEBZIEN UND VOIGT (1999) angegebenen Minimalwert von 138
o/kg FOS (69 g Mikrobenprotein/kg FOS). Die Rationen auf Grassilagebasis erzielten einen
hoheren Ertrag an Mikrobenprotein, da mit ihnen die Futteraufnahme fast doppelt so hoch
war als bei den beiden anderen Rationen (s. Tab. 13).

Die Biotinmengen am Duodenum standen mit der Menge an FOS in enger Beziehung. Ent-
sprechend fuhrte die Ergdnzung der Grassilage mit weizenreichem Milchleistungsfutter zu
einer starkeren duodenalen Biotinanflutung als die Ergdnzung mit dem maisreichen Milch-
leistungsfutter.

Ebenfalls konnte eine enge Beziehung zwischen der Menge an mikrobiell fixiertem Stickstoff

und der duodenalen Biotinanflutung, jeweils bezogen auf einen Tag, festgestellt werden.
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6. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der durchgefihrten Untersuchungen mit Hilfe der Pansensimulationstechnik
RUSITEC lassen schlieRen, dass eine verhaltnismafiig hohe Biotinversorgung mit heurei-
chen Rationen zu einem hohen Biotinverbrauch durch Pansenmikroorganismen fihrt. Da-
durch ergeben sich negative Biotinbilanzen. Positive Biotinbilanzen sind mit getreidereichen
und daher biotinarmeren Rationen zu erzielen. Unterschiedliche Wirkungen von Weizen und
Mais sowie Einflisse des Faunierungsstatus™ auf die Biotinumsetzungen im Pansensimulati-
onssystem lie3en sich nicht nachweisen.

In Ubereinstimmung mit den in vitro-Ergebnissen lasst sich aus den in vivo-Untersuchungen
schliel3en, dass bei Fitterung reiner Heurationen an Kihe weniger Biotin am Duodenum der
Tiere anflutet als mit dem Futter zugefiihrt wird. Dagegen kamen bei Fltterung Ener-
gie/Protein-ausgeglichener energiereicherer Rationen gegenuber den aufgenommenen Bio-
tinmengen hohere Mengen am Duodenum an. Ein direkter Zusammenhang zwischen der
Biotinzufuhr mit dem Futter und der Biotinanflutung am Duodenum der Kiihe war nicht nach-

weisbar.

Diese beschriebenen Ergebnisse lassen direkte Vergleiche zwischen beiden methodische
Ansdtzen nur in einem gewissen Rahmen zu.

Die Effizienz der mikrobiellen Zellsyntheseleistungen war zwar bei beiden Methoden der
GroRRenordnung nach vergleichbar, bei den konzentratreicheren Rationen waren jedoch un-
terschiedliche Ergebnisse zu verzeichnen: Mit steigenden Getreideanteilen nahm die pro kg
fermentierter Hexose gebildete mikrobielle Zellmasse in den RUSITEC-Untersuchungen ab,
wahrend in den in vivo-Untersuchungen die mikrobielle Zellmasse pro kg FOS zunahm. Eine
mogliche Ursache dafiir kdnnte in den Unterschieden der Rationsgestaltung liegen: In den
Simulationsuntersuchungen handelte es sich um den Austausch von Heu gegen Getreide,
wahrend in den in vivo-Untersuchungen getreidereiches Milchleistungsfutter zusatzlich zum
Grundfutter gefittert wurde.

Grol3e Unterschiede bestanden auRerdem beziiglich der von den isolierten Mikroorganismen
in der Pansensimulation gebildeten und unter in vivo-Bedingungen aus dem Pansenstoff-
wechsel stammenden, am Duodenum anflutenden Biotinmengen. Bezogen auf den mikro-
biell gebundenen Stickstoff lagen die Biotinmengen in vivo um ein Vielfaches héher. Magli-
che Erklarungsansatze fir die Unterschiede kénnten in dem gegenuber in vitro-Bedingungen
wesentlich engeren Verhéltnis von Fest- zu Flussigphase bei gleichzeitig im Vergleich zu in
vivo-Verhaltnissen erheblich vermindertem Flussigkeitsumschlag in der Pansensimulation
liegen.
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Insgesamt ist aus den Ergebnissen der Simulations- und der in vivo-Untersuchungen zu
schlieBen, dass bei grundfutter- und damit biotinreicher Versorgung der Tiere ein hoher
Verbrauch an zugefuhrtem Futterbiotin im mikrobiellen Pansenstoffwechsel auftritt, der zu
einer niedrigen Biotinanflutung am Duodenum fuhrt. Die Ergebnisse sowohl der Pansensimu-
lations- als auch der in vivo-Untersuchungen weisen auf eine positive Beziehung zwischen
dem Angebot an ruminal fermentierbarer Energie und der Biotinanflutung am Duodenum hin.
Wenn auch mit der Pansensimulationstechnik weizen- bzw. maisspezifische Wirkungen nicht
nachweisbar waren, so fihrte bei den Kilhen die weizenreiche Futterration mit ruminal leicht
abbaubarer Starke zur mit Abstand héchsten und die maisreiche Ration mit ruminal schwerer
abbaubarer Starke zu deutlich niedrigerer duodenaler Biotinanflutung. Die Ergebnisse der in
vivo-Untersuchungen verdeutlichen, dass grofRe rations- und getreidespezifische Unter-
schiede in der duodenalen Biotinanflutung auftreten kénnen, die die Beurteilung der Versor-
gungslage von Milchkiihen mit Biotin erschweren, die jedoch im Hinblick auf eine leistungs-

gerechte Versorgung der Tiere beachtet werden sollten.
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1. Zusammenfassung

Fur die vorliegende Arbeit wurden systematische Untersuchungen mit der Pansensimulati-
onstechnik RUSITEC und an duodenalkanilierten Tieren durchgefihrt, um zu bestimmen, ob
und inwieweit der Biotinumsatz durch das Verhéltnis von Grundfutter zu Konzentrat der ge-
futterten Ration, durch die abbaukinetischen Eigenschaften der eingesetzten Futterkohlen-
hydrate im Pansen sowie durch die Protozoenpopulation beeinflusst wird.

Bei den in vitro-Untersuchungen wurden 3 Rationen mit unterschiedlichen Heu/Konzenrat-
Verhéltnissen (1/1Heu; 2/3 Heu + 1/3 Konzentrat; 1/3 Heu + 2/3 Konzentrat) als Substrat
eingesetzt, die Rationen mit Konzentratanteil wurden in Varianten mit Weizen und Mais als
Kohlenhydrattrager getestet. AuRerdem wurde jede Futtervariante in fauniertem und defau-
niertem Medium inkubiert.

Fur die in vivo-Untersuchungen zur Bestimmung der duodenalen Anflutung von Biotin mit
dem Chymus wurden 4 verschiedene Rationen an duodenalkanilierte Tiere verflttert. Die
Rationen wurden so gewéhlt, dass ein anndhernder Vergleich zwischen den Wirkungen der
Grundfuttermittel auf Grasbasis und Maisbasis einerseits und der Wirkung von weizen- bzw.
maisbetontem Kraftfutter in Kombination mit Grassilage als Grundfutter andererseits ermég-
licht wurde.

Neben Abweichungen in Fermentationsparametern traten grof3e Unterschiede bezlglich der
von den Mikroorganismen in der Pansensimulation gebildeten und unter in vivo-Bedingungen
aus dem Pansenstoffwechsel stammenden, am Duodenum anflutenden Biotinmengen auf.
Bezogen auf den mikrobiell gebundenen Stickstoff lagen die Biotinmengen in vivo um ein
Vielfaches hoher.

Die Ergebnisse der Simulations- und der in vivo-Untersuchungen zeigen, dass keine direkte
Beziehung zwischen dem Biotineintrag Uber das Futter und dem Austrag des Vitamins aus
dem Pansen bzw. seiner Anflutung am Duodenum besteht. Tendenziell fihrt ein hoher
Verbrauch an zugefiihrtem Futterbiotin im mikrobiellen Pansenstoffwechsel, der bei grundfut-
terreicher Fitterung auftritt, zu einer niedrigen Biotinanflutung am Duodenum. Die Ergebnis-
se der in vivo-Untersuchungen verdeutlichen, dass rations- und getreidespezifische Unter-
schiede in der duodenalen Biotinanflutung die Beurteilung der Versorgungslage von Milch-
kihen mit Biotin erschweren, jedoch hinsichtlich einer leistungsgerechten Versorgung der

Tiere beachtet werden sollten.
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8. Summary

The aim of this study was to investigate in systematic examinations with the rumen simula-
tion technigue RUSITEC and in vivo with cows cannulated in the proximal duodenum
whether and how the biotin turnover gets influenced by the roughage/concentrate ratio of the
fed ration, by the quality of degradation kinetics of the used feed carbohydrates and by the
protozoa population.

For the in vitro investigations there were used three rations with different hay/concentrate
ratios (1/1 hay; 2/3 hay + 1/3 concentrate; 1/3 hay + 2/3 concentrate) for substrate, the ra-
tions with concentrates were tested in variants with wheat or maize as carbohydrate carriers.
Besides each feed variant was incubated in faunated and defaunated inoculum.

For the in vivo examinations to determine the flooding of biotin at the duodenum with the
digesta there were fed 4 different rations to the cows fitted with duodenum cannulae. They
were thus chosen to make possible the comparison between the effect of roughages based
on grass or maize on one hand and the effects of concentrates based on wheat or maize in
combination to gras silage as roughage on the other hand.

Beside differences in parameters of fermentation there were great differences relative to the
amount of biotin synthesized from the microbes in the rumen simulation and flooding at the
duodenum under in vivo conditions, originating from rumen metabolism. Relative to microbi-
ally fixed nitrogen the amounts of biotin were multiple higher in vivo.

Altogether the results of both the simulation and in vivo investigations show that there is no
direct relation between the biotin input by provided feed and biotin output from rumen respec-
tively its duodenal flooding. Tendentiously high consumption of supplied feed biotin in micro-
bial rumen metabolism occurring after high roughage feeding leads to a lower flooding of
biotin at the duodenum. The results from the in vivo investigations show that there can occur
big ration- and grain-specific differences in duodenal biotin flooding that render the judge-
ment of providing situation for dairy cows with biotin more difficult, but that should be payed
attention for to meet the individual pretensions of the animals resulting from their perform-

ances.
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10. Anhang
Al Mittlere Substrateinwaage der in vitro-Untersuchungen [g T / d]
Fermenter 1 | 2| 3| 4|5 |6 | 7|8/ 9] 10
Durchg. | Subs.
H 10911091 | 7,27 | 7,27 | 7,27 | 7,27 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
1 W 3,59 | 3,59 4,94 | 4,94
M 3,69 | 3,69 5,09 | 5,09
H 10,93(10,93| 7,31 | 7,31 | 7,30 | 7,29 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
2 W 3,61 | 3,64 4,94 | 4,94
M 3,73 | 3,73 5,09 | 5,09
H 10,92(10,95| 7,29 | 7,30 | 7,28 | 7,28 | 2,51 | 2,50 | 2,50 | 2,50
3 W 3,60 | 3,60 4,94 | 4,94
M 3,70 | 3,70 5,09 | 5,09
H 10,93(10,93| 7,28 | 7,29 | 7,29 | 7,29 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
4 W 3,60 | 3,60 4,94 | 4,94
M 3,71 | 3,71 5,09 | 5,09
H 10,91(1091| 7,28 | 7,27 | 7,28 | 7,28 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50
5 W 3,59 | 3,59 4,94 | 4,94
M 3,70 | 3,70 5,09 | 5,09
Durchg. = Durchgang, Subs. = Substrat, H = Heu, W = Weizen, M = Mais
A2 Mittlere Mengen an festen Inkubationsriickstinden der in vitro-
Untersuchungen [g T/d]
Fermenter 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Durchg.
1 749 | 7,73 | 6,47 | 6,68 | 7,09 | 7,55 | 3,59 | 3,62 | 4,46 | 4,50
2 8,10 764 | 730 | 7,13 | 7,48 | 7,66 | 3,75 | 3,69 | 4,50 | 4,41
3 7,76 739 | 6,77 | 705|706 |729|385| 397|443 | 4,31
4 7,84 7,76 | 6,97 |69 | 7,51 | 7,86 | 4,50 | 3,89 | 4,43 | 4,35
5 7,75 8,13 | 7,43 | 7,47 | 7,78 | 7,88 | 3,77 | 4,10 | 4,45 | 4,53
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A3 Zusammensetzung der eingesetzten Mineralstoffmischungen (nach Angaben

der Hersteller)

VR in vitro in vivo
Name der Mischung Movikalin 22/3, | basu-kraft 0441 ADE Super,
Hersteller Hemo Mohr Basu Vilomix
Calcium 22 - 17,5
Natrium 11 10 10
Inhaltsstoffe !
[9%] Magnesium 3 3 3
Phosphor 3 - 5
Ca:P 75:1 - 35:1
Nikotinsaure - 60.000 -
Eisen . 8000 |  1.000
Mangan 4.000 8.000 4.000
Zink 8.000 6.000 6.000
Zusatzstoffe | B-Carotin - 6.000 -
[makgl | Kupfer i 1500 | 1300
Antioxidanz BHT : 1000 :
Jod 80 60 50
Selen 60 - 50
Kobalt 80 - 10
Vitamin E 500 6000 | 4000
Vitamine | Vitamin A 500 1.000 1.000
In 1000 1€ 1v/itamin D3 62,5 100 100
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A4 Analysenvorschrift zur Bestimmung der Biotinkonzentration in Milch (gilt auch far
Pansensaft und Fermenterflissigkeit aus der Pansensimulation) und Futtermitteln
(gilt auch fur feste Fermentationsriickstéande aus der Pansenfermentation und ge-

trockneten Duodenalchymus)

Ubersicht
1. Bereich der Konzentration
2. Prinzip
3. bendtigte Apparaturen
4. bendtigte Reagenzien und Losungen
5.Standardlésungen und Assay Medium
5.1 Biotin- Standard- Stamml&sung
5.2 Lésungen zum Erstellen einer Eichreihe
5.3 Biotin Assay Medium
6. Vorbereitung der Mikroorganismen
7. Assay- Verfahrensweise
7.1 Vorbereitung der Probe (Saurehydrolyse, ggf. enzymatische Behandlung)
7.1.1 flussige Proben
7.1.2 feste Proben
7.1.2.1 Proben ohne Mais
7.1.2.2 Proben mit Mais
7.2 Mikrobiologischer Assay
7.2.1 Eichreihe
7.2.2 Probe
7.2.3 Ansetzen und Sterilisation
7.2.4 Beimpfung
7.2.5 Messung der Tribung
8. Berechnungen

9. Zeitlicher Abriss des Ablaufs der Biotinbestimmung

1. Bereich der Konzentration
tber 2 pg Biotin pro Liter in den flissigen, tber 10 pg pro kg in den festen Proben
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2. Prinzip

Mikrobiologische Bestimmung des Biotingehaltes mit Lactobacillus (LB) plantarum
(ATCC?® 8014). Das Biotin wird durch Saurehydrolyse und anschlieRende enzymatische
Behandlung mit Papain aus der Probe geldst. Nach Inkubation mit den Mikroorganismen
wird die Tribung der gewachsenen Zellsuspension im Spektralphotometer bei einer Wel-

lenlange von 660 nm gemessen.

3. bendtigte Apparaturen

3.1  Wasserfilteranlage (z.B. Serapur 90 CN, Fa. Seral)

3.2 Autoklav (z.B. LaboAutoclave MLS-3750 Fa. Sanyo)

3.3 Reagenzglas-Mixer (z.B. Reax 2000, Fa. Heidolph)

3.4 Brutschrank

3.5 Spektralphotometer, Messung bei 660 nm (z.B. DU — 65, Fa. Beckman)

3.6  Laborzentrifuge mit mindestens 4.000 U/min (4.000 ™"

3.7 pH-Meter

3.8 automatische Eppendorf Multipette mit Combitips (5 ml steril / 12,5 ml / 50 ml)

4. benttigte Reagenzien und Losungen

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

alle Chemikalien sind vom Reinheitsgrad “zur Analyse”, Wasser bezeichnet immer

Wasser aus der Filteranlage {3.1}
D-(+) - Biotin (z.B. Fa. Merck 124514)
Difco® Bacto Assay Medium (Fa. Bacton Dickinson, Best.-Nr. 241910)

Difco® Bacto Microinoculum-Bouillon (Fa. Bacton Dickinson, Best.-Nr. 241910)
NHs-Losung 2%

80g von 25-%iger NH3-Losung (z.B. Fa. Merck 105432), H,O ad 1.000 m|
NaOH 20%

20g NaOH (z.B. Fa. Merck 106445) in 80 ml H,O lésen

1 M H,SO,

98,08 g (entspr. 53,3 ml) konzentrierte H,SO, , H,O ad 1.000 ml
flichtiges Konservierungsmittel

folgende Reagenzien mischen:

1 Teil 1,2-Dichlormethan (z.B. Fa. Merck 159595)

1 Teil Chlorbenzol (z.B. Fa. Merck 801791)

® American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20853, USA



ANHANG 92

2 Teile 1-Chlorbutan (z.B. Fa. Merck 801640)
4.8 Citrat-Puffer pH 5,5
- Lésung 1: 21 g Citronensaure (z.B. Fa Merck 818707), H,O ad 1.000 ml
- Lésung 2: 37,5 g Na,HPO, (z.B. Fa. Merck 106556), H,O ad 1.000 ml
- 44 ml von Lsg. 1 und 56 ml von Lsg. 2 mischen, H,O ad 1.000 mi
die Ldsungen sind im Kihlschrank aufzubewahren (max. 2 Monate) und bei Bedarf
zu mischen
4.9 Papain-Ldsung
500 mg Papain ( >30.000 USP-U/mg, z.B. Fa. Merck 107144) in 50 ml Citratpuffer (s.
{4.8}) l6sen. Vor Gebrauch frisch bereiten!!
4.10 physiologische Kochsalzlésung
9 g NaCl (z.B. Fa. Merck 106404), H,O ad 1.000 ml

5. Standardldsungen und Assay Medium

5.1 Biotin-Standard-Stammldsung
25,00 mg D-(+) - Biotin (s.{4.1}) in Wasser unter Zugabe von 2 ml 2%- NHs-Lésung (s.
{4.4}) zur besseren Loslichkeit in einem 250 ml-Messkolben l6sen und Volumen genau
einstellen. Biotin ist UV-empfindlich, daher braunen Messkolben verwenden.
Die Stammldsung ist 2 Monate bei 4 °C im Dunkeln haltbar, ihre Konzentration betragt
1 x 10" mg Biotin / ml.

5.2 Losungen zum Erstellen einer Eichkurve

Standardlésungen fur den Assay (jeden Messtag frisch ansetzen!)

gelost in Bezeichnung Konzentration
5 ml der Stamml6sung (s.{6.1}) 500 ml H,O Standard 1 1x10°3mg / ml
5 ml Standard 1 500 ml H,O Standard 2 1x10“*mg/ ml
10 ml Standard 2 100 ml H,O Standard 3 1x10°mg/ ml
10 ml Standard 3 100 ml H,O Standard 4 1x10° mg / mi

5.3 Assay Medium
Bacto Biotin Assay Medium (s.{4.2}), das als Losung im mikrobiologischen Assay (s. {7.2})
mit einem Volumen von 5 ml pro Reagenzglas eingesetzt wird, ist eine Nahrldsung, die
den Laktobazillen alle auf3er Biotin noch notwendigen Nahr- und Zusatzstoffe liefert.
Es wird mit einer Konzentration, die der von 75 g pro 1.000 ml H,O entspricht, eingesetzt.
Dabei wird das exakt abgewogene Pulver zun&chst mit ungeféhr der Halfte des Wassers

vollstandig geldst, anschlieRend fir 3 Minuten unter Rihren gekocht. Nach dem Abkihlen
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auf Raumtemperatur wird mit H,O auf das Endvolumen aufgefllt, gut vermischt und
durch Filterpapier (Rundfilter Schleicher & Schiill 5972 ) filtriert.

6. Vorbereitung der Mikroorganismen

Wenn der Stamm der Milchsaurebakterien in Agar gehalten wird, muss am Vortag der Un-

tersuchung mit der Isolierung aus dem Agar begonnen werden.

Dazu werden 1,48 g Difco Bacto Mikroinokulum-Bouillon (s. {4.3}) in 40 ml H,O geldst und

anschliel3end jeweils 5,7 ml in 4 bereitstehende Reagenzglaser pipettiert. Die Reagenz-

glaser werden mit Metallkappen (z.B. Cap-O-Test) verschlossen und 15 Minuten bei

120°C im Autoklaven (s.{3.2}) sterilisiert.

Gleichzeitig werden auch 12 Reagenzgldser mit physiologischer Kochsalzlésung

(s.{4.10}), die ebenfalls mit Metallkappen verschlossen sind, sowie 50 ml physiologische

Kochsalzlésung in einem mit Alu-Folie verschossenen Erlenmeyerkolben mitsterilisiert.

Die Salzlésung wird spater zum Waschen der Laktobazillen bzw. zum Ansetzen der Impf-

I6sung bendtigt.

Nach dem Abkihlen wird jedes Reagenzglas mit Mikroinokulum-Bouillon mit je 2 Osen

LB plantarum aus dem Agar beimpft und fiir 19 Stunden bei 37°C bebritet.

Beim Arbeiten mit LB plantarum gelten zur Vermeidung von Verunreinigungen

strengste Hygienevorschriften:

- die Arbeitsflache und die Hande sind direkt vor den Arbeitsgéangen mit Ethanol
zu reinigen

- die Impfdse ist in der Flamme des Bunsenbrenners auszuglihen, muss vor dem
Weiterarbeiten jedoch erst abkihlen

- die Offnungen der Reagenzglaser sind sofort nach Abnahme und direkt vor dem
Aufsetzen der Deckel in die Flamme des Bunsenbrenners zu halten.

Nach der Brutzeit werden die R6hrchen mit den gewachsenen Mikroorganismen bei mind.

2.500™" fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wird abgegossen und verworfen. Die

sterile physiologischer Kochsalzlésung aus den Reagenzglasern wird zu den Pellets ge-

geben, diese durch anschlieendes Schiitteln mit dem Reagenzglasschittler aufgeltst

und gewaschen.

Das Zentrifugieren und Waschen mit Kochsalzldsung wird noch einmal genauso wieder-

holt (stets unter Beachtung der Hygienevorschriften, s.o0.).

Nach dem anschlieBenden 3. Zentrifugieren werden die Pellets in eine mdglichst kleine

Menge Salzldsung aufgenommen und in den mit Kochsalzlésung befillten Erlenmeyer-

kolben Uberfuhrt, dieser wird anschliel3end gut geschiittelt.



ANHANG 94

Spater wird jedes Reagenzglas mit Standard oder aufbereiteter Probe mit 100 ul dieser
Losung beimpft. (s. {7.2.4})

7. Assay - Verfahrensweise

7.1 Vorbereitung der Probe (Saurehydrolyse, ggf. enzymatische Behandlung)

7.1.1 Flussige Proben
Die Probe muss zuerst, evtl. unter Zuhilfenahme eines Homogenisators, homogenisiert
werden. Dann werden 10 ml in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben pipettiert.
Nach Zugabe von 50 ml 1 M H,SO, ( s. {4.6}) wird die Probe geschdttelt, das Gefald mit
Alu-Folie abgedeckt und im Autoklav (s.{3.2}) fur 30 Minuten auf 120°C erhitzt.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wird dann mit 20% NaOH (s. {4.5}) ein pH-
Wert von 7,5 eingestellt.
Nach der pH-Wert-Einstellung wird das Extrakt in einen 100ml-Messkolben Uberflhrt,
das Volumen mit H,O exakt eingestellt und die Lésung durch Schutteln gut durchmischt.
5 ml dieser Losung werden in einen Erlenmeyerkolben pipettiert und mit 45 ml der Pa-
painldsung (s.{4.9}) sowie drei Tropfen des Konservierungsmittels (s. {4.7}) versetzt, mit
Alu-Folie abgedeckt und fur 18 Stunden bei 37°C inkubiert.
Um einen Blindprobe zu erstellen, wird dieser letztgenannte Vorgang mit 5 ml H,O statt
des Extraktes parallel durchgefuhrt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Lésung fur 10 Minuten bei 120°C im Autoklav
(s. {3.2}) sterilisiert und nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur durch Filterpapier (z.B.
Schleicher & Schill 597% ) filtriert. Diese Losung wird spéter fur den mikrobiologischen
Assay verwendet (s. {7.2.2}), ist aber auch zur spateren Analyse tiefgefriertauglich.

7.1.2 Feste Proben

7.1.2.1 Proben ohne Mais
Wenn die Probe pelletiert ist oder grobe Bestandteile enthalt, muss sie zuerst in einer
Mihle (s. {3.9}) zu feinem Puder zerkleinert werden. Dann werden exakt 10 g in einen
250 ml-Erlenmeyerkolben oder ein Becherglas gleichen Volumens gegeben. Hiernach
erfolgt die Zugabe von 100 ml 1 M H,SO, (' s. {4.6}). Dabei ist auf eine gleichméaRige Ver-
teilung und Durchfeuchtung des Probenmaterials zu achten. Das Gefald wird anschlie-
Bend mit Alu-Folie abgedeckt und im Autoklav (s. {3.2}) fir 30 Minuten auf 120°C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird mit 20% NaOH (s. {4.5}) ein pH-Wert von
7,5 eingestellt.
Nach der pH-Wert-Einstellung wird das Extrakt in einen 500ml-Messkolben Uberfiihrt

und bis zur Markierung mit H20 aufgefuillt.
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Jetzt wird eine bestimmt Menge dieser Losung in einen Erlenmeyerkolben pipettiert, und
zwar:
bei einem erwarteten Biotingehalt der Probe unter 100 pg/ kg liegt: 10 ml
bei einem erwarteten Biotingehalt der Probe zwischen 100 und 300 ug/ kg oder tber
300 pg/kg Probe: 5 ml
Weniger als 5 ml dieser Losung werden in keinem Fall pipettiert!
Mit der entsprechenden Menge der Papainldsung (s.{4.9}) wird ein Gesamtvolumen von
50 ml hergestellt, einige Tropfen des Konservierungsmittels (s. {4.7}) zugegeben, das
Behaltnis mit Alu-Folie abgedeckt und fir 18 Stunden bei 37°C inkubiert.
Um einen Blindprobe zu erstellen, wird der letztgenannte Vorgang mit 5 bzw. 10 ml H20
statt des Extraktes parallel durchgefihrt.
AnschlieBend wird die Losung fur 10 Minuten bei 120°C im Autoklav (s. {3.2}) sterilisiert
und nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur durch Filterpapier (z.B. Schleicher &
Schull 597%2 ) filtriert.
Diese Losung wird spater fir den mikrobiologischen Assay verwendet (s. {7.4.2}), ist a-
ber auch zur spateren Analyse tiefgefriertauglich.
7.1.2.2 Proben mit Mais
10 g der Probe werden in einen 500 ml-Messkolben eingewogen, 100 ml 1 M H,SO, zu-
gegeben (s. { 4.6}), das Gefal? mit Alu-Folie abgedeckt und im Autoklav (s. {3.2}) fur 120
Minuten auf 120°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird mit H,O auf
500 ml aufgeflllt, die Suspension geschiittelt und durch Filterpapier filtriert. Zu 10 ml
dieser klaren Losung werden 10 ml H,O gegeben und der pH-Wert mit 20% NaOH auf
6,8 eingestellt. Diese Losung wird dann mit H,O auf 50 ml aufgeftllt und fir den mikro-

biologischen Assay (s. {7.4.2}) verwendet

7.2 Mikrobiologischer Assay
Es werden Reagenzglaser mit einer Lange von 150 mm und einem Durchmesser von
15 mm verwendet.
7.2.1 Eichreihe
Fur die Eichreihe mit Hilfe der Standardlosungen (s.{5.2}) wird jedes Volumen in vierfa-
cher Wiederholung gemessen. Die Losung Standard 4 wird in die Reagenzglaser E5
bis E24 pipettiert, die Lésung Standard 3 in die Glaser E25 bis E28 (E fur Eichreihe).
Zum Pipettieren wird die Eppendorf Multipette benutzt (s. {3.8})
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Volumen der Standardldosungen | Biotinkonzentration pro Glas] | Reagenzglas Nr.
0 ml = Blindwert 0 ug El1-4
0,25 ml von Standard 4 2,5 x 10 pg Biotin E5-8

0,5 ml von Standard 4 5 x 10™ pg Biotin E9-12

1 ml von Standard 4 1 x 10 pg Biotin E 13-16

2 ml von Standard 4 2 x 10 g Biotin E 17 -20

4 ml von Standard 4 4 x 10™ pg Biotin E21-24
800 pl von Standard 3 8 x 10™ pg Biotin E 25-28

7.2.2 Probe

Bei den Proben mit unbekanntem Biotingehalt wird jede Probe mit drei verschiedenen

Volumina in je dreifacher Ausfiihrung gemessen:

Probe Volumen Reagenzglas Nr.

1 0,25 ml P1-3

1 0,5 ml P4-6

1 1,0 ml P7-9

2 0,25 ml P10-12

2 0,5 ml P13 -15

2 1,0 ml P16 -18
USW. usw. usw.

Fur jedes Volumen wird fur Korrekturzwecke auch ein Blindwert in dreifacher Ausfih-
rung bestimmt (vergl. {7.1}).
Es empfiehlt sich, zwischen dem letzten Reagenzglas der Eichreihe und dem ersten
der Probe noch einmal zwei Glaschen mit dem Nullwert einzufiigen, damit man sicher
davon ausgehen kann, dass die Durchflusskiivette des Photometers nicht noch Pro-
benmaterial mit hoher Biotinkonzentration (= hoher Extinktion) enthalt. Die Werte die-
ser beiden Réhrchen brauchen spater nicht notiert zu werden.

7.2.3 Ansetzen und Sterilisation
Grundsatzlich wird zuerst immer H,O in die Reagenzglaser pipettiert, und zwar genau
das Volumen, das zusammen mit der anschlieBend dazugegebenen Menge an Stan-
dard- bzw. Proben- oder Blindwertldsung ein Volumen von 5 ml ergibt.
Dazu werden danach ebenfalls 5 ml des fertigen Biotin Assay Mediums (s. {4.3}) gege-
ben, die Glaschen mit einer Metallkappe verschlossen, fir 10 Minuten bei 120 °C steri-

lisiert und auf Raumtemperatur abgekuhlt.
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7.2.4 Beimpfung
Jedes Glaschen wird anschlieend mit 0,1 ml der Bakteriensuspension beimpft, deren
Herstellung in {6} beschrieben ist. Dabei ist zligig zu arbeiten.
Nach der Beimpfung wird jedes Reagenzglas gut geschittelt (s.{3.3}). Es folgt eine In-
kubation fiir 19 Stunden bei 37°C.

7.2.5 Messung der Tribung
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Glaschen im Autoklaven (s. {3.2}) fur 3 Mi-
nuten auf 105°C erhitzt, um das Wachstum der Mikroorganismen zu stoppen, und auf
Raumtemperatur abgekuhlt.
Der Inhalt jedes Glaschens wird mit dem Reagenzglasmixer (s.{3.3}) gut durchmischt
und die Tribung mit dem Photometer (s.{3.5}) bei einer Wellenldnge von 660 nm ge-

messen.

8. Berechnungen
Aus den 4 Einzelwerten jeder Konzentration der Eichkurve wird ein Mittelwert gebildet,
von dem der Mittelwert der Ergebnisse des Blindwertes abgezogen wird. Diese korrigier-
ten Mittelwerte der Extinktion werden dann auf Logharitmuspapier gegen die entspre-
chende Biotinkonzentration abgetragen, so dass man eine Eichkurve erhalt.
Aus den Einzelwerten der Proben aller drei getesteten Volumina wird ebenfalls ein Mittel-
wert gebildet, der um den jeweiligen dazugehdrenden Blindwert korrigiert wird.
Nun kann, da die Extinktion bekannt ist, auf der Eichkurve die gesuchte Biotinkonzentrati-
on abgelesen werden.
9. Zeitlicher Abriss des Ablaufs der Biotinbestimmung
Im Folgenden gilt: fett gedruckter Text bezieht sich auf die Proben und deren Auf-
bereitung, normal gedruckter Text auf sonstige Tatigkeiten
1. Tag
- Uberimpfen von LB plantarum aus dem Agar in vorbereitetes steriles Mikroinokulum-
Bouillon, anschlieRendes Bebriuten bei 37°C fur 19 Stunden (s. {6})
- Extraktion des Biotins aus der Probe durch H,SO4, und enzymatische Behandlung
mit Papain, anschlielRendes Bebruten bei 37°C fir 18 Stunden (s. {7.1}).
2.Tag
- Bereitstellung der Reagenzglaschen und Pipettieren der entsprechenden Wassermenge
- Autoklavieren ( 10 min, 120°C), filtrieren und pipettieren. Blindwert nicht vergessen
(=Papainlésung aufbewahren)!! (s. {7.1} und {7.2})

- Herstellen der Standardlésungen fir die Eichreihe, Pipettieren in die Reagenzréhrchen (s.

{7.2})
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- Herstellung des Biotin Assay Mediums (s. {5.3}) und Pipettieren von je 5 ml in jedes Glas,
anschliel3end Autoklavieren (10 min, 120°C, s. {7.2.3})
- Fertigstellung der Impfsuspension durch wiederholtes Zentrifugieren und Waschen mit
steriler physiologischer Kochsalzlésung (s. {6})
- Nach Abkihlung vom Autoklavieren Beimpfung aller R6hrchen mit 0,1 ml = 100ul Zellsus-
pension (s. {7.2.4}), anschlie3end gut mischen!!
- fur 19 Stunden bei 37°C bebruten
3. Tag
nach Ablauf der Inkubationszeit Wachstum der Mikroorganismen durch Sterilisation (3 min,
105°C, s. {7.2.5}) beenden, anschlieBend Extinktionen der vorher geschuttelten Lésungen
am Photometer messen (s. {7.2.5}) und Konzentrationen des Biotins in den Proben bestim-
men (s. {8}).
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A5 Erfasste Einzelwerte der in vitro-Untersuchungen (nicht volumenkorrigiert)

es gilt: Ration 1 = 100% Heu; Ration 2 = 67% Heu+ 33 % Weizen; Ration 3 = 67% Heu+ 33 % Mais; Ration 4 =

33% Heu+ 67 % Weizen; Ration 5= 33% Heu+ 67 % Mais; Faunierungsstatus: f = fauniert; d = defauniert

Durchgang 1

Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Uberlaufmenge [ml/d] 487 495 521 517 520 515 364 357 364 367
pH-Wert 6,63 6,72 6,54 6,52 6,58 6,52 6,30 6,05 6,38 6,29
NH4-N [mg/l] 74,80 | 74,60 | 125,00 | 99,00 | 68,80 | 35,60 | 160,00 | 113,40 | 36,80 | 24,00
Methan[mmol/d] 6,79 6,73 7,38 6,28 7,04 4,31 5,90 3,25 4,53 2,80
Protozoen [1.000/ml] 16,90 | 0,00 | 64,73 | 0,11 | 57,57 | 0,00 | 3518 | 0,00 | 26,36 | 0,00
C2 [umol/ml] 92,56 | 70,03 | 96,89 | 109,79 | 99,72 | 105,03 | 133,56 | 144,36 | 108,62 | 114,62
C3 [umol/ml] 34,80 | 43,84 | 44,64 | 88,15 | 50,48 | 77,98 | 62,50 | 133,21 | 59,75 | 95,31
iC4[umol/ml] 2,28 2,34 2,61 0,92 1,07 1,02 1,24 0,71 1,01 0,66
nC4 [umol/ml] 15,00 | 8,36 | 23,49 4,69 18,31 5,88 31,77 4,79 28,92 | 3,55
iC5 [umol/ml] 3,99 2,14 6,48 1,84 4,84 1,39 7,88 2,47 6,91 0,94
nC5 [umol/ml] 2,77 0,87 3,64 1,49 2,67 0,59 5,57 2,57 2,81 0,76
¥ SCFA [umol/ml] 151,34 | 127,56 | 177,75 | 206,87 | 177,09 | 191,89 | 242,52 | 288,10 | 208,01 | 215,85
3 SCFA [mmol/d] 73,70 | 63,14 | 92,61 | 106,95 | 92,09 | 98,82 | 88,28 | 105,73 | 74,05 | 79,22
Mikroben-N [mg/d] 117,02 | 107,82 | 143,00 | 139,49 | 107,08 | 96,92 | 108,85 | 144,44 | 62,27 | 86,11
Zell-Trockenmasse [mg/d] | 1462,7 | 1347,7 | 1787,5 | 1743,6 | 1338,5 | 1211,5 | 1360,6 | 1805,5 | 778,4 | 1076,4

Durchgang 2

Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Uberlaufmenge [ml/d] 456 481 473 485 490 481 359 363 351 384
pH-Wert 6,69 6,64 6,60 6,56 6,59 6,57 6,36 6,13 6,38 6,36
NH4-N [mg/I] 72,80 | 64,00 | 105,00 | 81,20 | 72,00 | 41,50 | 123,60 | 82,00 | 26,00 | 11,70
Methan [mmol/d] 6,96 5,93 5,52 5,39 5,65 4,29 4,91 2,08 3,40 2,23
Protozoen [1.000/ml] 17,54 | 0,00 | 82,20 | 0,00 | 50,06 | 0,00 | 26,29 | 0,00 | 22,64 | 0,00
C2 [umol/ml] 86,59 | 86,96 | 90,09 | 104,36 | 88,91 | 97,27 | 121,78 | 175,07 | 114,28 | 101,39
C3 [umol/ml] 33,96 | 44,95 | 46,78 | 56,86 | 48,42 | 55,74 | 64,89 | 78,87 6,06 65,26
iC4 [umol/ml] 1,09 1,10 1,77 1,21 1,23 1,15 1,59 0,77 1,05 1,02
nC4 [umol/ml] 14,87 | 10,47 | 18,26 | 11,15 | 16,67 9,67 23,86 5,26 20,65 6,59
iC5 [umol/ml] 4,15 1,56 5,29 2,16 5,05 4,76 6,32 6,78 7,24 6,63
nC5 [umol/ml] 2,17 2,42 3,87 2,17 3,04 1,11 6,15 2,36 1,45 0,33
3 SCFA [umol/ml] 142,85 | 147,46 | 166,04 | 177,90 | 163,31 | 169,69 | 224,59 | 269,12 | 205,25 | 181,22
3 SCFA [mmol/d] 65,22 | 70,93 | 78,54 | 86,28 | 80,02 | 81,62 | 80,63 | 97,69 | 72,04 | 69,59
Mikroben-N [mg/d] 105,61 | 113,80 | 125,01 | 121,97 | 105,30 | 91,59 | 102,87 | 137,35 | 58,59 | 67,09
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1320,1 | 1422,5 | 1562,6 | 1524,6 | 1316,2 | 1144,9 | 1285,9 | 1716,9 | 732,4 | 838,6
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Durchgang 3
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Uberlaufmenge [ml/d] 455 476 481 487 492 481 362 378 366 408
pH-Wert 6,69 6,67 6,54 6,60 6,61 6,56 6,46 6,42 6,44 6,51
NH4-N [mg/l] 66,80 | 59,60 | 92,20 | 78,80 | 61,40 | 32,60 | 101,40 | 81,40 | 27,80 | 24,40
Methan [mmol/d] 6,42 5,87 6,15 5,50 6,91 4,22 4,75 2,68 3,65 3,23
Protozoen [1.000/ml] 17,68 0,11 76,96 0,00 57,57 0,11 30,56 0,00 15,63 0,00
C2 [umol/ml] 82,20 | 85,68 | 99,75 | 88,46 | 73,75 | 81,07 | 95,59 | 104,39 | 71,94 | 68,19
C3 [umol/ml] 31,18 | 38,61 | 46,85 | 53,10 | 46,77 | 71,18 | 72,16 | 71,72 | 68,16 | 75,80
iC4 [umol/ml] 1,82 1,64 1,59 1,47 0,74 0,52 0,70 4,01 0,65 0,57
nC4 [umol/mil] 14,60 | 10,16 | 19,14 | 12,36 | 21,47 7,58 14,64 | 14,10 | 16,31 | 11,32
iC5 [umol/ml] 4,26 2,39 6,85 3,49 6,01 1,81 10,08 3,79 6,73 1,76
nC5 [umol/ml] 2,29 2,06 3,79 3,57 2,25 1,42 3,68 5,81 0,82 0,11
% SCFA [umol/ml] 136,34 | 140,53 | 177,97 | 162,41 | 150,99 | 163,58 | 195,84 | 203,83 | 164,61 | 157,74
> SCFA [mmol/d] 62,04 | 66,89 | 85,60 | 79,10 | 74,29 | 78,68 | 70,89 | 77,05 | 60,25 | 64,36
Mikroben-N [mg/d] 95,55 | 102,81 | 115,53 | 111,83 | 97,71 | 89,74 | 87,97 | 90,44 | 50,32 | 61,32
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1194,4 | 1285,1 | 1444,1 | 1397,9 | 1221,4 | 1121,7 | 1099,6 | 1130,5 | 629,0 | 766,5
Durchgang 4
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Uberlaufmenge [ml/d] 454 489 460 487 502 474 386 386 384 423
pH-Wert 6,67 6,68 6,58 6,55 6,61 6,61 6,59 6,33 6,51 6,58
NH4-N [mg/I] 67,50 | 60,00 | 78,00 | 68,10 | 51,90 | 42,50 | 91,00 | 84,80 | 26,20 | 21,80
Methan [mmol/d] 7,28 5,77 6,29 5,69 6,20 4,30 4,48 3,86 4,06 4,08
Protozoen [1.000/ml] 16,79 0,00 92,10 0,00 63,35 0,00 19,77 0,00 14,99 0,00
C2 [umol/ml] 78,84 | 74,36 | 93,31 9,89 72,90 | 76,69 | 71,16 | 127,63 | 69,93 | 65,87
C3 [umol/ml] 29,68 | 38,55 | 45,00 | 55,38 | 38,67 | 45,18 | 49,24 | 59,26 | 52,67 | 56,35
iC4 [umol/ml] 1,77 1,54 1,74 1,60 1,55 1,40 1,51 1,16 0,96 0,86
nC4 [umol/ml] 14,44 | 8,44 | 21,99 | 12,98 | 15,58 | 10,49 | 13,39 | 12,08 | 18,89 | 15,73
iC5 [umol/ml] 3,61 1,68 5,22 2,41 5,00 1,73 7,60 3,49 6,05 1,34
nC5 [umol/ml] 2,37 1,49 3,56 4,02 1,97 1,59 3,52 6,46 1,59 0,64
% SCFA [umol/ml] 130,71 | 126,07 | 170,82 | 175,26 | 135,68 | 137,07 | 146,42 | 210,07 | 150,08 | 140,78
¥ SCFA [mmol/d] 59,34 | 61,65 | 78,58 | 8535 | 68,11 | 64,97 | 56,52 | 81,09 | 57,63 | 59,55
Mikroben-N [mg/d] 111,59 | 114,52 | 129,97 | 125,67 | 105,14 | 108,50 | 82,68 | 105,00 | 56,25 | 66,94
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1394,9 | 1431,5 | 1624,6 | 1570,9 | 1314,2 | 1356,3 | 1033,5 | 1312,5| 703,1 | 836,7
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Durchgang 5
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Uberlaufmenge [ml/d] 458 492 473 486 499 473 388 406 384 421
pH-Wert 6,67 6,74 6,63 6,61 6,63 6,61 6,42 6,47 6,46 6,53
NH4-N [mg/l] 68,10 | 59,20 | 78,00 | 68,10 | 51,90 | 42,50 | 91,00 | 84,90 | 26,20 | 21,80
Methan [mmol/d] 8,48 5,77 6,04 5,05 6,08 4,37 4,93 3,81 4,04 3,29
Protozoen [1.000/ml] 19,51 0,00 95,03 0,21 54,32 0,00 19,66 0,00 22,22 0,11
C2 [umol/ml] 96,61 | 81,48 | 92,01 | 101,63 | 96,05 | 97,71 | 122,05 | 118,69 | 85,24 | 79,74
C3 [umol/ml] 35,83 | 38,61 | 45,92 | 56,31 | 40,32 | 49,14 | 58,62 | 59,67 | 62,31 | 66,93
iC4 [umol/ml] 1,54 1,09 1,59 1,02 0,81 0,86 1,30 1,01 0,70 | 0,52
nC4 [umol/ml] 18,50 8,51 22,49 8,44 15,52 7,92 18,64 | 16,45 | 18,96 | 11,07
iC5 [umol/ml] 5,09 1,85 6,10 3,29 5,40 2,28 6,61 3,73 4,45 1,27
nC5 [umol/ml] 2,94 2,42 3,63 4,68 2,14 2,06 5,12 6,06 1,86 0,28
% SCFA [umol/ml] 160,51 | 133,95 | 171,74 | 175,37 | 150,24 | 159,96 | 212,34 | 202,61 | 173,52 | 159,81
> SCFA [mmol/d] 73,51 | 65,90 | 81,23 | 85,23 | 74,97 | 75,66 | 82,39 | 82,26 | 66,63 | 67,28
Mikroben-N [mg/d] 121,19 | 111,59 | 127,36 | 120,68 | 110,50 | 98,35 | 91,83 | 88,91 | 70,64 | 84,70
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1514,9 | 1394,9 | 1592,0 | 1508,5 | 1381,2 | 1229,4 | 1147,9 | 1111,4 | 883,0 | 1058,7
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A6 Erfasste Einzelwerte der in vitro-Untersuchungen (volumenkorrigiert)
es gilt: Ration 1 = 100% Heu; Ration 2 = 67% Heu+ 33 % Weizen; Ration 3 = 67% Heu+ 33 % Mais; Ration 4 =
33% Heu+ 67 % Weizen; Ration 5= 33% Heu+ 67 % Mais; Faunierungsstatus: f = fauniert; d = defauniert
Durchgang 1
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
pH-Wert 6,63 6,72 6,54 6,52 6,58 6,52 6,30 6,05 6,38 6,29
NH4-N [mmol/l] 4,16 4,14 6,94 5,50 3,82 1,98 8,89 6,30 2,04 1,33
Methan[mmol/d] 6,79 6,73 7,38 6,28 7,04 4,31 8,57 4,72 6,58 4,07
Protozoen [1.000/ml] 16,90 | 0,00 | 64,73 | 0,11 57,57 0,00 35,18 | 0,00 26,36 | 0,00
C2 [mmol/d] 45,06 | 34,66 |50,48 56,76 | 51,86 | 54,09 | 68,12 | 74,20 | 54,09 | 58,92
C3 [mmol/d] 16,94 | 21,70 | 23,26 | 45,57 | 26,25 | 40,16 | 31,88 | 68,47 | 29,75 | 48,99
iC4[mmol/d] 1,11 1,16 1,36 0,48 0,56 0,53 0,63 0,36 0,50 0,34
nC4 [mmol/d] 7,30 4,14 | 12,24 | 2,42 9,52 3,03 | 16,20 | 2,46 | 14,40 | 1,82
iC5 [mmol/d] 1,94 1,06 3,38 0,95 2,52 0,72 4,02 1,27 3,44 0,48
nC5 [mmol/d] 1,35 0,43 1,90 0,77 1,39 0,30 2,84 1,32 1,40 0,39
> SCFA [mmol/d] 73,70 | 63,14 | 92,61 | 106,95 | 92,09 | 98,82 | 123,69 | 148,08 | 103,59 | 110,95

Mikroben-N [mg/d] 117,02 | 107,82 | 143,00 | 139,49 | 107,08 | 96,92 | 152,51 | 202,29
Zell-Trockenmasse [mg/d] | 1462,7 | 1347,7 | 1787,5 | 1743,6 | 1338,5 | 1211,5 | 1906,4 | 2528,6

87,11 | 120,60
1088,9 | 1507,5

Durchgang 2

Ration 1 2 3 4 5

Faunierungsstatus f d f d f d f d f D
pH-Wert 6,69 6,64 6,60 6,56 6,59 6,57 6,36 6,13 6,38 6,36
NH4-N [mmol/I] 4,04 3,56 5,83 4,51 4,00 2,31 6,87 4,56 1,44 0,65
Methan [mmol/d] 6,96 5,93 5,52 5,39 5,65 4,29 7,13 3,02 4,94 3,24
Protozoen [1.000/ml] 17,54 | 0,00 | 82,20 | 0,00 | 50,06 | 0,00 | 26,29 | 0,00 | 22,64 | 0,00
C2 [mmol/d] 39,54 | 41,83 | 42,61 | 50,61 | 43,56 | 46,78 | 57,36 | 83,34 | 52,68 | 51,10
C3 [mmol/d] 15,51 | 21,62 | 22,13 | 27,58 | 23,72 | 26,81 | 30,56 | 37,54 | 27,93 | 32,89
iC4[mmol/d] 0,50 0,53 0,84 0,59 0,60 0,55 0,75 0,37 0,48 0,51
nC4 [mmol/d] 6,79 5,04 8,64 5,41 8,17 4,65 | 11,24 | 2,50 9,52 3,32
iC5 [mmol/d] 1,90 0,75 2,50 1,05 2,47 2,29 2,98 3,23 3,34 3,34
nC5 [mmol/d] 0,99 1,16 1,83 1,05 1,49 0,53 2,90 1,12 0,67 0,17

3 SCFA [mmol/d] 65,22 | 70,93 | 78,54 | 86,28 | 80,02 | 81,62 | 105,78 | 128,10 | 94,62 | 91,33
Mikroben-N [mg/d] 105,61 | 113,80 | 125,01 | 121,97 | 105,30 | 91,59 | 134,96 | 180,11 | 76,95 | 88,06

Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1320,1 | 1422,5 | 1562,6 | 1524,6 | 1316,2 | 1144,9 | 1687,0 | 2251,4 | 956,3 | 1100,8
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Durchgang 3
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f D
pH-Wert 6,69 6,67 6,54 6,60 6,61 6,56 6,46 6,42 6,44 6,51
NH4-N [mmol/I] 3,71 3,31 5,12 4,38 3,41 1,81 5,63 4,52 1,54 1,36
Methan [mmol/d] 6,42 5,87 6,15 5,50 6,91 4,22 6,90 3,89 5,30 4,69
Protozoen [1.000/ml] 17,68 | 0,11 | 76,96 | 0,00 | 57,57 | 0,11 | 30,56 | 0,00 | 15,63 | 0,00
C2 [mmol/d] 37,40 | 40,78 | 47,98 | 43,07 | 36,29 | 38,99 | 43,78 | 49,90 | 33,31 | 35,18
C3 [mmol/d] 14,19 | 18,38 | 22,53 | 25,86 | 23,01 | 34,24 | 33,05 | 34,28 | 31,56 | 39,11
iC4[mmol/d] 0,83 0,78 0,76 0,72 0,36 0,25 0,32 1,92 0,30 0,29
nC4 [mmol/d] 6,64 4,84 9,21 6,02 | 10,56 | 3,65 6,70 6,74 7,55 5,84
iC5 [mmol/d] 1,94 1,14 3,29 1,70 2,96 0,87 4,16 1,81 3,12 0,91
nC5 [mmol/d] 1,04 0,98 1,82 1,74 1,11 0,68 1,69 2,78 0,38 0,06
3 SCFA [mmol/d] 62,04 | 66,89 | 85,60 | 79,10 | 74,29 | 78,68 | 89,69 | 97,43 | 76,21 | 81,39
Mikroben-N [mg/d] 95,55 102,81 | 115,53 | 111,83 | 97,71 | 89,74 | 111,30 | 114,37 | 63,66 | 77,55
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1194,4 | 1285,1 | 1444,1 | 1397,9 | 1221,4 | 1121,7 | 1391,3 | 1429,6 | 795,8 | 969,4
Durchgang 4
Ration 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f D
pH-Wert 6,67 6,68 6,58 6,55 6,61 6,61 6,59 6,33 6,51 6,58
NH4-N [mmol/I] 3,75 3,33 4,33 3,78 2,88 2,36 5,06 4,71 1,46 1,21
Methan [mmol/d] 7,28 5,77 6,29 5,69 6,20 4,30 6,51 5,61 5,90 5,93
Protozoen [1.000/ml] 16,79 | 0,00 | 92,10 | 0,00 | 63,35 | 0,00 | 19,77 | 0,00 | 14,99 | 0,00
C2 [mmol/d] 35,79 | 36,37 | 42,92 | 48,16 | 36,60 | 36,35 | 33,23 | 59,60 | 32,52 | 33,72
C3 [mmol/d] 13,47 | 18,85 | 20,70 | 26,96 | 19,41 | 21,41 | 23,00 | 27,67 | 24,49 | 28,85
iC4[mmol/d] 0,80 0,75 0,80 0,78 0,78 0,66 0,71 0,54 0,45 0,44
nC4 [mmol/d] 6,56 4,13 10,12 6,32 7,82 4,97 6,25 5,64 8,78 8,05
iC5 [mmol/d] 1,64 0,82 2,40 1,17 2,51 0,82 3,55 1,63 2,81 0,69
nC5 [mmol/d] 1,08 0,73 1,64 1,96 0,99 0,75 1,64 3,02 0,74 0,33
3 SCFA [mmol/d] 59,34 | 61,65 | 78,58 | 8535 | 68,11 | 64,97 | 68,38 | 98,10 | 69,79 | 72,08
Mikroben-N [mg/d] 111,59 | 114,52 | 129,97 | 125,67 | 105,14 | 108,50 | 100,03 | 127,03 | 68,12 | 81,02
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1394,9 | 1431,5 | 1624,6 | 1570,9 | 1314,2 | 1356,3 | 1250,4 | 1587,9 | 851,5 | 1012,8
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Durchgang 5
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f D
pH-Wert 6,67 6,74 6,63 6,61 6,63 6,61 6,42 6,47 6,46 6,53
NH4-N [mmol/I] 3,78 3,29 4,33 3,78 2,88 2,36 5,06 4,72 1,46 1,21
Methan [mmol/d] 8,48 5,77 6,04 5,05 6,08 4,37 7,16 5,54 5,87 4,78
Protozoen [1.000/ml] 19,51 | 0,00 | 95,03 | 0,21 | 54,32 | 0,00 | 19,66 | 0,00 | 22,22 | 0,11
C2 [mmol/d] 4425 | 40,08 | 43,52 | 49,39 | 47,93 | 46,21 | 56,88 | 57,92 | 39,30 | 40,35
C3 [mmol/d] 16,41 | 18,99 | 21,72 | 27,37 | 20,12 | 23,24 | 27,32 | 29,12 | 28,72 | 33,87
iC4[mmol/d] 0,71 054 | 0,75 | 0,50 0,40 0,41 0,61 0,49 0,32 0,26
nC4 [mmol/d] 8,47 4,19 | 10,64 | 4,10 2,75 3,75 8,69 8,03 8,74 5,60
iC5 [mmol/d] 2,33 0,91 2,89 1,60 2,69 1,08 3,08 1,82 2,05 0,64
nC5 [mmol/d] 1,35 1,19 1,72 2,27 1,07 0,97 2,39 1,49 0,86 0,14
3 SCFA [mmol/d] 73,51 | 65,90 | 81,23 | 85,23 | 74,97 | 75,66 | 98,95 | 98,87 | 79,99 | 80,86
Mikroben-N [mg/d] 121,19 | 111,59 | 127,36 | 120,68 | 110,50 | 98,35 | 110,29 | 106,87 | 84,80 | 101,80
Zell-Trockenmasse [mg/d]| 1514,9 | 1394,9 | 1592,0 | 1508,5 | 1381,2 | 1229,4 | 1378,6 | 1335,9 | 1060,0 | 1272,5
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A7 Biotinkonzentrationen in den Inkubationsriickstanden aus den in vitro- Unter-

suchungen (in pg Biotin / kg festem Riickstand bzw. in pg Biotin / Liter Uber-

laufflissigkeit)]
Durchgang 1
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Fester Rickstand n.l. 47,87 | 59,00 | 51,37 | 51,00 | 71,71 | 56,33 | 50,92 | 49,50 | 82,50 | 59,25
Uberlauf 3,86 3,15 2,72 4,87 3,26 4,86 3,62 2,34 3,47 3,15
Durchgang 2
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Fester Rickstand n.l. 153,75 | 230,50 | 106,12 | 111,00 | 100,87 | 107,5 | 415,00 | 201,50 | 230,50 | 252,50
Uberlauf 4,22 3,54 3,87 5,21 3,85 4,15 4,00 2,44 3,90 2,93
Durchgang 3
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Fester Rickstand n. I. 122,00 | 175,50 | 105,00 | 116,00 | 81,87 | 85,20 | 107,17 | 107,25 | 82,12 | 100,50
Uberlauf 2,07 4,19 2,80 3,92 2,90 3,23 3,49 2,93 3,34 3,21
Durchgang 4
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Fester Ruckstand n. I. 82,25 | 124,50 | 87,67 | 89,50 | 85,83 | 55,50 | 103,75 | 62,00 | 51,25 | 52,50
Uberlauf 3,14 5,78 2,23 4,22 2,07 3,89 2,97 2,60 2,85 3,25
Durchgang 5
Ration 1 2 3 4 5
Faunierungsstatus f d f d f d f d f d
Fester Ruckstand n. I. 60,75 | 119,87 | 52,00 | 55,50 | 47,00 | 61,37 | 49,95 | 59,20 | 68,00 | 59,75
Uberlauf 3,90 4,95 5,06 4,53 5,56 6,36 4,81 4,31 5,84 7,40
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A8 Erfasste Einzelwerte der bei den in vivo-Untersuchungen untersuchten Para-
meter
Ration 1
Tier Anke Salta
Periode 1 2 1 2
T-Aufnahme [kg/d] 8,92 8,92 8,92 8,92
OS-Aufnahme [kg/d] 8,25 8,41 8,25 8,41
XP-Aufnahme [g/d] 1230 1143 1230 1143

Biotin-Aufnahme [mg/d] 2,574 2,529 2,574 2,529

duodenaler T-Fluss [kg/d] 4,856 4,603 5,293 4,987

XP am Duodenum (g/d) 1126 1211 1214 1248
FOS [kg/d] 5,891 6,111 | 5,735 6,016
Mikroben-N [g/d] 110,5 1132 | 127,2 129,1
UDP [g/d] 267,6 337,7 236,5 264,0
Biotin im Chymus [ug/kg T] 461,2 501,0 295,0 247,0
Biotin am Duodenum [mg/d] 2,24 2,31 1,56 1,23
Ration 2
Tier Leisa Romke Ulane Sanara
Periode 1 2 1 2 1 2 1 2

T-Aufnahme [kg/d] 10,49 11,29 10,49 11,29 10,49 11,29 10,49 11,29

OS-Aufnahme [kg/d] 9,91 10,63 9,91 10,63 9,91 10,63 9,91 10,63

XP-Aufnahme [g/d] 1329 1487 1329 1487 1329 1487 1329 1487

Biotin-Aufnahme [mg/d] 2,114 2,587 2,114 2,587 2,114 2,587 2,114 2,587

duodenaler T-Fluss [kg/d] 5,977 6,524 5,249 5431 5,908 6,054 4,701 5,208

XP am Duodenum (g/d) 1447 1533 1368 1926 1558 1419 1237 1217
FOS [ka/d] 7,556 7,564 7,803 8,998 7,616 7,698 7,576 7,799
Mikroben-N [g/d] 197,6 188,3 168,8 221,9 196,2 160,3 134,9 129,1
UDP [g/d] 2,4 130,1 123,8 317,2 118,3 207,5 224,2 230,3

Biotin im Chymus [uglkg T] | 723,8 604,4 | 11075 | 6479 | 8457 | 750,0 | 7975 | 7856

Biotin am Duodenum [mg/d] 4,33 3,93 5,81 3,52 5,00 4,54 3,75 4,09
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Ration 3
Tier Leisa Romke Ulane
Periode 1 2 1 2 1 2

T-Aufnahme [kg/d] 18,00 18,00 17,50 16,60 17,50 16,60
0S-Aufnahme [kg/d] 16,59 16,59 16,29 15,47 16,29 15,47
XP-Aufnahme [g/d] 2830 2830 2882 2738 2882 2738
Biotin-Aufnahme [mg/d] 4,072 4,291 4,689 4,585 4,689 4,585
duodenaler T-Fluss [kg/d] 10,350 10,140 11,220 9,360 9,890 9,380
XP am Duodenum (g/d) 3350 3400 3360 3170 3270 3020
FOS [kg/d] 13,384 13,621 | 13,022 | 12,822 | 13,179 | 12,750
Mikroben-N [g/d] 406,6 418,1 | 4020 | 3869 | 387,6 | 3694

UDP [g/d] 400,9 381,9 4426 376,3 455,0 343,3

Biotin im Chymus [ug/kg T]|  748.,6 656,3 | 644,7 | 501,7 | 489,0 | 446,0

Biotin am Duodenum [mg/d] 7,75 6,65 7,23 4,70 4,84 4,18

Ration 4
Tier Leisa Romke Ulane
Periode 1 2 1 2 1 2

T-Aufnahme [kg/d] 17,50 16,60 | 17,90 | 17,90 | 17,90 | 17,90
0S-Aufnahme [kg/d] 16,30 1547 | 1650 | 1650 | 1650 | 16,50
XP-Aufnahme [g/d] 2828 2684 2806 2806 2806 2806
Biotin-Aufnahme [mg/d] 4,670 4,393 4,039 4,039 4,039 4,039
duodenaler T-Fluss [kg/d] 11,29 9,91 11,56 10,86 11,69 10,95
XP am Duodenum (g/d) 2850 2890 3370 3270 3460 3190
FOS [kg/d] 10,62 11,195 11,622 12,534 | 11,951 12,000
Mikroben-N [g/d] 308,2 318,9 369,1 399,1 390,8 350,7

UDP [g/d] 521,6 523,9 628,0 361,3 574,5 586,1

Biotin im Chymus [pg/kg] 457,5 509,1 600,2 565,6 592,3 616,8
Biotin am Duodenum [mg/d] 5,17 5,04 6,94 6,14 6,92 6,75
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