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Most large animals, in fact,
are not the single individuals they seem to be.

They are walking menageries, whole communities of different species which,
in their various ways, are committed by evolution, for better or for worse,
in sickness and in health, to live together.

(David Attenborough, 1990)
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1 Einleitung

In den letzten zwei Jahrzehnten hat in norddeutschen, grassilagebasiert gefutterten Milchvieh-
bestdnden die Inzidenz von Erkrankungen, die nach EICKEN (2005 a) unter dem Namen
,,Faktorenerkrankung Milchviechherde“ zusammengefasst werden, stark zugenommen. In be-
troffenen Betrieben treten infolge einer Beeintrachtigung des intermedidren Stoffwechsels
vermehrt Nachgeburtsverhaltung, Sterilitat, erhdhte Milchzellzahl, Lahmheiten, Stoffwechsel-
erkrankungen, Verdauungsstorungen, Labmagenverlagerung und Festliegen bis hin zu
plotzlichen Todesfallen auf. Dartiber hinaus bedingen Immun- und Leistungsdepression hohe
finanzielle EinbulRen (EICKEN 2005 a).

Es wird ein é&tiologischer Zusammenhang mit der Eiweillqualitat der Grassilagen vermutet
(EICKEN 2005 a, b), da die Grassilagen in betroffenen Betrieben uberwiegend niedrige
prozentuale ReineiweilRanteile am Rohprotein aufwiesen. Des Weiteren flihrten ein Absetzen
bzw. Verschneiden der Grassilagen sowie Zulagen von Futtermitteln mit hohen Reineiweil3-
anteilen am Rohprotein zur klinischen Erholung (EICKEN 2005 b).

Die Proteinversorgung eines Rindes wird neben pansenstabilem Protein vor allem durch das
im Pansen synthetisierte mikrobielle Protein sichergestellt (BEEVER 1993). Daher sollte in
der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des in-vitro-Systems RUSITEC untersucht werden, ob
Zulagen von Grassilagen, die niedrige ReineiweiRanteile am Rohprotein aufweisen und bzw.
oder im Verdacht stehen, auf den Herkunftsbetrieben zur Entstehung des oben beschriebenen
Krankheitsbildes beigetragen haben, zu Verédnderungen im ruminalen Proteinstoffwechsel im
Pansensaft fuhren. Die Ammoniakkonzentrationen wurden gemessen um zu Uberprifen, ob es
zu einem vermehrten Abbau von Aminoséuren kommt. Die Bestimmung der Gehalte bakte-
riellen Proteins im Pansensaft sollte wiederum bei der Beantwortung der Frage helfen, ob die
Synthese bakterieller N-Verbindungen der flissigkeitsassozierten Pansenbakterien ein-
geschrankt wird. Des Weiteren wurden die Konzentrationen freier Aminoséuren in der
RUSITEC-Fermenterflissigkeit bestimmt, um ggf. Rickschlisse auf eine Verschiebung im
Konzentrationsmuster der feien Aminosauren im Pansensaft ziehen zu kénnen.

Um in Zukunft auch die Peptidfraktion als Parameter des ruminalen Proteinstoffwechsels
erfassen zu konnen, wurden ferner erste LC-MS/MS-Analysen durchgefiihrt. Diese sollten
zeigen, ob ein schnelles ,,Screening™ nativer Pansensaftproben auf ihren Gehalt an Peptiden
moglich ist.
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2 Schrifttum

Das Schrifttum der vorliegenden Arbeit befasst sich mit dem Protein- und Stickstoff-
stoffwechsel im Pansen. Die letzten im Pansenlabor der Klinik fir Rinder der Stiftung
Tierarztliche Hochschule Hannover erstellten thematisch ahnlichen Ubersichten wurden
bereits vor einigen Jahren verfasst. HOLTERSHINKEN (1990) erarbeitete eine Ubersicht
zum ruminalen Proteinstoffwechsel, BROCKER (1996) beschiftigte sich speziell mit dem
Metabolismus von Aminosduren und biogenen Aminen im Pansen. An dieser Stelle sollen
verstarkt neue und bisher unbericksichtigte Aspekte des ruminalen Proteinstoffwechsels
aufgegriffen werden.

2.1 Protein- und Stickstoffmetabolismus im Pansen

2.1.1 Ruminaler Proteinmetabolismus

Der Wiederkduer bezieht Aminoséuren (AS) und Proteine fur seinen eigenen Stoffwechsel
uber das im Pansen synthetisierte mikrobielle Protein (BEEVER 1993; WALLACE et al.
1994; BRODERICK 1995; WALLACE et al. 1997 a; NOLAN u. DOBOS 2005), Futter-
protein, das dort nicht abgebaut wurde (BRODERICK et al. 1991; BEEVER 1993;
WALLACE et al. 1994; BRODERICK 1995; NOLAN u. DOBOS 2005), und endogene Pro-
teinsekretion (u.a. abgeschilferte Zellen; RICHARDSON u. HATFIELD 1978; WALLACE et
al. 1997 a; NOLAN u. DOBOS 2005). Da die Bereitstellung in erster Linie Uber mikrobielles
Protein (MUSCATO et al. 1983; WALLACE 1992 c; BEEVER 1993; NOLAN 1993;
FIRKINS 1996; WALLACE et al. 1997 a; BRODERICK et al. 2006) und in erst in zweiter
Linie durch nicht abgebautes Futterprotein erfolgt (MUSCATO et al. 1983; SHABI et al.
2000), ist der mikrobielle EiweiRstoffwechsel im Pansen von besonderer Bedeutung fir den
Wiederkauer.

2111 Ubersicht zum ruminalen mikrobiellen Proteinmetabolismus

Pansenbakterien bauen Proteine zunéchst extrazellular zu Peptiden und AS ab (Proteolyse).
Sowohl AS als auch Peptide werden von ihnen aufgenommen und die Peptide intrazelluldr in
AS zerlegt (Peptidolyse; TAMMINGA 1979; HOOVER u. STOKES 1991). Diese dienen
dann der bakteriellen Proteinsynthese oder der Energiegewinnung (TAMMINGA 1979;
NOCEK u. RUSSELL 1988) unter Bildung und Exkretion von flichtigen Fettsauren, Kohlen-
stoffdioxid und Ammoniak (Desaminierung). Uber den Bedarf hinaus aufgenommener AS-N
kann von Pansenbakterien nur nach Abbau zu Ammoniak abgegeben werden (TAMMINGA
1979).

Protozoen wiederum sind mafRgeblich am Turnover des bakteriellen Proteins beteiligt
(WALLACE et al. 1997 a), da sie neben unléslichen Futterproteinen (JOUANY 1996) bzw.
groReren Proteinpartikeln (WALLACE et al. 1997 a) vor allem bakterielles Protein nutzen
(Aufnahme ganzer Bakterien, BONHOMME 1990; THEODOROU u. FRANCE 1993). Nur
einige Protozoen sind dariiber hinaus in der Lage, freie AS aufzunehmen (BONHOMME
1990). Die Proteolyse bei Protozoen findet intrazelluldr statt (TAMMINGA 1979), die Prote-
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asen gelangen nicht in das umgebende Medium (entodinomorphe Spezies; JOUANY 1996).
Dabei frei gesetzte AS nutzen Protozoen direkt zur Proteinsynthese, nicht benétigte AS
werden meistens ausgeschieden, und nicht wie von Bakterien im Pansen desaminiert
(BONHOMME 1990). Ausnahmen gibt es bei Ciliaten, die einige AS desaminieren und
Ammoniak freisetzen kénnen (BRODERICK et al. 1991; WALLACE et al. 1997 a).

Sowohl Ammoniak (TAMMINGA et al. 1979; WALLACE et al. 1997 a), i-Butter-,
i-Valerian- und Valeriansdure (RUSSELL et al. 1991; CARRO u. MILLER 1999; RUSSI et
al. 2002) als Endprodukte als auch a-Ketosduren als Zwischenprodukte im AS-Abbau werden
neben freien AS im Pansensaft wieder von Mikroorganismen aufgenommen und zur mikro-
biellen Proteinsynthese genutzt (TAMMINGA 1979). Ammoniak ist somit sowohl Hauptend-
produkt des Proteinkatabolismus als auch wichtigstes Substrat der mikrobiellen Proteinsyn-
these. Endogener Harnstoff, der mit dem Speichel und uber die Pansenwand in den Pansen
gelangt, ist nur von Bedeutung, wenn wenig Protein gefittert wird (WALLACE et al. 1997 a).
Substrate der Protozoen sind vermutlich vorwiegend AS aus Bakterien und nicht nutritive AS
(BRODERICK et al. 1991).

Ammoniak, das nicht mikrobiell fixiert wird, kann durch die Pansenwand aufgenommen
(LENG u. NOLAN 1984; NOLAN 1993) und in der Leber zu Harnstoff umgesetzt werden.
Dieser gelangt mit dem Speichel zurick in den Pansen oder muss renal ausgeschieden werden
(s.0.; NOCEK u. RUSSELL 1988; ERASMUS 1991; MARINI et al. 2006).

Abbildung 2.1 gibt einen Uberblick tber den ruminalen mikrobiellen Proteinmetabolismus.

Pansenprotozoon Futterprotein > Ealljssggsuzrl:]m

unldslich ~ I8slich NH;",
fliichtige
CO, Fettsauren

Futterprotein

l

Peptide
+
Aminosauren

CO,, NHs,
fliichtige

Fettsauren bakterielles

Protein

\ 4
Peptide

+
Aminosauren

Peptide —*% Aminosauren
Protozoen-

protein

Pansenbakterium

Abb. 2.1: Der ruminale mikrobielle Proteinmetabolismus (nach TAMMINGA 1979,
BONHOMME 1990, BRODERICK et al. 1991, HOOVER u. STOKES 1991,
RUSSEL et al. 1991, NOLAN 1993, WALLACE 1994, JOUANY 1996, BACH et
al. 2005 und NOLAN u. DOBOS 2005). Nicht bericksichtigt sind die Auf-
nahme bakteriellen Proteins durch Protozoen und der Beitrag endogener
N-Verbindungen (inkl. Harnstoff) zur mikrobiellen Proteinsynthese.
! teilweise auch direkter Eintrag mit dem Futter (Peptide, AS, NH3)
* extrazellulare Protease; ** Peptidase; *** Desaminase
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Uneinigkeit herrscht darlber, welcher Schritt im Proteinabbau geschwindigkeitsbestimmend
ist. Geringere Produktion bakterieller N-Verbindungen mit Proteinen gegenuber Peptiden
bzw. Aminoséuren als N-Quelle (GRISWOLD et al. 1996) und niedrige ruminale Konzentra-
tionen freier AS und Peptide (GRISWOLD u. MACKIE 1997) machen die Proteolyse zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. CARDOZO et al. (2004) und BACH et al. (2005)
fahren die von ihnen beobachtete Akkumulation freier AS nach der Fitterung schlielich auf
begrenzte mikrobielle AS-Aufnahmekapazitdt zurick. Bei Futterung grassilagebasierter
Rationen scheint wiederum die Peptidolyse der limitierende Schritt zu sein (CHOI 2002). Es
kann gefolgert werden, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt vermutlich nicht bei
allen Ftterungsregimen und Versuchsbedingungen gleich ist und malRgeblich von der Art der
verfitterten Proteine, der Beschaffenheit der Ration (BRODERICK et al. 1991) und der
mikrobiellen Population beeinflusst wird.

2.1.1.2 Am ruminalen Proteinmetabolismus beteiligte Enzyme

Um den Ablauf der oben genannten Reaktionen zu gewéhrleisten, ist eine Vielzahl von Enzy-
men notwendig (s. HOLTERSHINKEN 1990). Die proteolytischen, peptidolytischen und
ureolytischen Enzyme ruminaler Mikroorganismen wurden in einer Ubersicht von
HOLTERSHINKEN (1990) zusammengetragen und einzelnen Mikroorganismen zugeordnet.
Von besonderer Bedeutung sind neben mikrobiellen auch pflanzliche Proteasen, die in
frischem Grinfutter noch aktiv sind und zur Proteolyse im Pansen beitragen (THEODOROU
et al. 1996; ZHU et al. 1999; KINGSTON-SMITH u. THEODOROU 2000; WALLACE et al.
2001; BEHA et al. 2002; KINGSTON-SMITH et al. 2002, 2003, 2005; PACHECO et al.
2007). Mit der Bedeutung der pflanzlichen Proteasen im Pansen beschéftigt sich Kapitel
2.1.1.4.

2.1.1.3 Proteolytische Aktivitat und Aktivitatsmuster von Proteasen im Pansensaft

Proteinabbauprodukte zeigen postprandial variable Konzentrationen im Pansensaft (CHEN et
al. 1987 a; WILLIAMS u. COCKBURN 1991), wahrend die ruminale proteolytische Aktivitat
keine zeitlichen Schwankungen aufweist (WALLACE et al. 2000). Ihre absolute H6he zu
einem bestimmten Zeitpunkt wird weder in-vivo durch den Fitterungszeitpunkt (WALLACE
et al. 2000) noch in-vitro (LEGLEITER et al. 2005) durch Natur und Konzentration eines
Proteinsupplements beeinflusst. Proteinabbauprodukte akkumulieren folglich nicht auf Grund
gestiegener proteolytischer Aktivitat, sondern in Anhangigkeit vom Angebot an Proteinen
(WALLACE et al. 2000).

Zudem besitzt jedes Tier ein individuelles, zeitlich stabiles Proteinaseaktivitatsmuster. Varia-
tionen zwischen einzelnen Tieren werden durch Konzentratfutterung erhéht. Da in den Pro-
teinaseaktivitatsmustern keine bestimmten Proteinasen dominieren, und einzelne Enzyme nur
teilweise bei mehreren Tieren zu finden sind, mussen einige mikrobielle Spezies zwar regel-
maélig proteolytisch aktiv sein, die Proteolyse zu dominieren scheint aber keine (FALCONER
u. WALLACE 1998). Individuell unterschiedlich hohe proteolytische Aktivitaten zu gleichen
Zeitpunkten fuhren WALLACE et al. (2000) daher auf verschiedene mikrobielle Populatio-
nen bei einzelnen Tieren zurick.
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2.1.14 Proteolyse im Pansen durch pflanzliche Proteasen

Wiéhrend friher unterstellt wurde, dass der ruminale Proteinabbau ein ausschlie3lich bzw.
uberwiegend durch Mikroorganismen vermittelter Prozess sei (NUGENT u. MANGAN 1981,
WALLACE et al. 1999), geht man heute zunehmend davon aus, dass nach Aufnahme frischen
Grunfutters auch pflanzliche Proteasen am ruminalen Proteinabbau beteiligt sind
(THEODOROU et al. 1996; ZHU et al. 1999; KINGSTON-SMITH u. THEODOROU 2000;
WALLACE et al. 2001; BEHA et al. 2002; KINGSTON-SMITH et al. 2002, 2003, 2005;
PACHECO et al. 2007). Nach KINGSTON-SMITH und THEODOROU (2000) soll beson-
ders in den ersten zwei Stunden nach der Futteraufnahme verstarkt durch pflanzliche
Proteasen selbst vermittelte Proteolyse auftreten, bevor nach etwa drei Stunden zellulolytische
Mikrorganismen bzw. mechanische Einwirkungen (Kauen, Futtermittelbearbeitung) die Zell-
wande zerstort haben und kleine Peptide und AS austreten (s. Abb. 2.2).

Bei keimfreier Inkubation von Weidelgras (Lolium perenne) unter pansenéhnlichen Bedin-
gungen stellte sich heraus, dass die grofle Untereinheit (LSU) des Pflanzenproteins Rubisco
im Weidelgras vollstandig durch pflanzeneigene Proteasen abbaubar ist (ZHU et al. 1999;
BEHA et al. 2002; LOSCHE et al. 2007). Der Abbau findet in den Chloroplasten statt (BEHA
et al. 2002) und fuhrt zur Akkumulation kleiner Polypeptide mit einem Molekulargewicht
unter 20 kDa (ZHU et al. 1999; LOSCHE et al. 2007). Sind ruminale Mikroorganismen
anwesend, findet keine Peptidakkumulation statt (ZHU et al. 1999). Die LSU verschiedener
Kleearten (Lotus corniculatus, Trifolium repens, Trifolium pratense) wird weder von pflanz-
lichen noch von mikrobiellen Enzymen vollstandig abgebaut, in Hornklee (Lotus cornicula-
tus) ist die LSU selbst nach 24 Stunden noch nachweisbar (ZHU et al. 1999). Ursachen sind
womaglich Enzyminhibition oder Bindung von Rubisco durch Tannine (s. Kap. 2.1.1.5.1.1).
Im Gegensatz zur LSU weisen die kleine Untereinheit (SSU) von Rubisco und das Protein
LHCP II, ein chlorophyllbindendes Protein der Lichtsammelfalle des Photosystems Il (light
harvesting chlorophyll binding protein), eine groRere Resistenz gegen proteolytische Enzyme
auf (ZHU et al. 1999; BEHA et al. 2002).

Der bei keimfreier Inkubation abnehmende Protein- und AS-Gehalt im Pflanzenmaterial wird
unter pansendhnlichen Bedingungen von steigenden Protein- und AS-Gehalten im Inkuba-
tionsmedium begleitet (BEHA et al. 2002), wohingegen bei niedrigerer Temperatur (25 °C)
deutlich weniger Protein abgebaut wird (BEHA et al. 2002; KINGSTON-SMITH et al. 2003).
Weiterhin scheint der pflanzenvermittelte Proteinabbau unter pansenahnlichen Bedingungen
auf der Stufe der AS zu enden (BEHA et al. 2002), was die deutlich geringe Ammoniak-
produktion unter Ausschluss ruminaler, mikrobieller Enzyme im Pansen bestatigt
(KINGSTON-SMITH et al. 2005). Dies stitzt die Annahme, dass Proteolyse durch
pflanzeneigene Proteasen im Pansen vor allem in friihen Proteolysestadien von Bedeutung ist
(s.0., Akkumulation von Polypeptiden; ZHU et al. 1999).

Mittlerweile konnte eindeutig nachgewiesen werden (KINGSTON-SMITH et al. 2005), dass
auch in-vivo im Pansen eine durch pflanzliche Proteasen vermittelte Proteolyse stattfindet.
Wahrend Rubisco groRtenteils abgebaut wird, widerstehen das membranassoziierte LHCP |1
und die pflanzlichen Proteasen selbst der Proteolyse. Pflanzliche Proteasen werden aulierdem
in die Pansenflussigkeit frei gesetzt und kdnnen dort moglicherweise aktiv bleiben und
eventuell sogar akkumulieren.

Abbildung 2.2 zeigt den Beitrag der pflanzlichen Proteolyse zum ruminalen Proteinabbau.
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intakte Proteine Proteine Pflanzenzelle
Pflanzenzelle | | pflanzliche Proteasen mit Verlust der

(lokalisiert in Vakuole) Integritat der

Peptide, Aminos4uren Peptide, Aminosauren  J Zellwand
l a\ Zellulolyse durch ruminale
Peptide, Mikroorganismen,

Aminosauren mechanische Einwirkung *
l (u.a. Schneiden, Schlegeln,

Héckseln, Kauen)
O OO ruminale
® OQ Mikroflora

!

Ammoniak

Abb. 2.2: Erweitertes Modell nach KINGSTON-SMITH und THEODOROU (2000) zum
Beitrag der pflanzlichen Proteolyse im ruminalen Proteinabbau
! laut personlicher Mitteilung von Herrn Prof. Dr. J. Kamphues, Hannover am
23.03.2011

2115 Einflussfaktoren auf die ruminale Abbaubarkeit von Proteinen
21.15.1 Sekundére Pflanzeninhaltsstoffe

Einige sekundédre Pflanzeninhaltsstoffe greifen in den ruminalen Proteinstoffwechsel ein
(BARRY u. MANLEY 1986; BAE et al. 1993; JONES et al. 1994; WALLACE et al. 1994;
TANNER et al. 1996; HRISTOV et al. 1999; MOLAN et al. 2001; McINTOSH et al. 2003;
CARDOZO et al. 2004, 2005, 2006; BUSQUET et al. 2005, 2006; PATRA u. SAXENA
2009). Nach CALSAMIGLIA et al. (2007) werden Tannine, atherische Ole und Saponine
unterschieden.

211511 Tannine
2.1.15.1.1.1 Vorkommen von Tanninen und ihre chemische Struktur

Tannine werden in allen Feldfriichten gefunden, in hohen Konzentrationen treten sie vor
allem in Leguminosen wie Esparsetten und Hornklee auf (BEEVER 1993), wéhrend Gréser
nur geringe Konzentrationen enthalten (McLEOD 1974). Weitere tanninhaltige Pflanzen-
spezies kdnnen Tabelle 2.1 entnommen werden.

In der Stoffgruppe der Tannine wird hauptsachlich zwischen hydrolysierbaren und konden-
sierten Tanninen unterschieden (SWAIN 1979; BHAT et al. 1998; PATRA u. SAXENA
2009). Hydrolysierbare Tannine (HT)' haben Molekulargewichte von 1000 bis 1500 Da und
bestehen aus Glukose oder anderen Polyolen, die mit Gallusséure verestert sind (SWAIN

! Im Gegensatz zu kondensierten Tanninen stehen zur Wirkung hydrolysierbarer Tannine auf den ruminalen

Stoffwechsel weitaus weniger Informationen zur Verfiigung (HRISTOV et al. 2003). Die folgenden Kapitel
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1979). Kondensierte Tannine (KT) sind Oligomere aus kondensierten Flavan-3-ol- oder
Flavan-3,4-dioleinheiten (SWAIN 1979) und besitzen keinen Kohlenhydratkern (McLEOD
1974). Am hdaufigsten kommen Tetra-, Penta- und Hexamere vor, zum Teil werden aber auch
Decamere gefunden (HEDQVIST et al. 2000). Monomere sind Catechin, Epicatechin,
Gallocatechin (FOO et al. 1996; HEDQVIST et al. 2000) und Epigallocatechin (FOO et al.
1997; HEDQVIST et al. 2000). Homopolymere aus (Epi-)Catechin sind selten, solche aus
(Epi-)Gallocatechin konnten bislang nicht nachgewiesen werden. Die meisten Oligopolymere
enthalten aber mindestens ein bis zwei (Epi-)Gallocatechinmonomere (HEDQVIST et al.
2000). Die Molekulargewichte einzelner KT sind sehr heterogen und zeigen zwischen einzel-
nen Pflanzenspezies, aber auch innerhalb einer Spezies (FOO et al. 1982) grol3e Unterschiede,
wie Tabelle 2.1 zeigt. Abbildung 2.3 gibt exemplarisch den chemischen Aufbau eines HT-
und eines KT-Molekdils wieder.

Tab. 2.1: Molekulargewichte [Da] kondensierter Tannine und ihr Vorkommen in ver-
schiedenen Pflanzen

Autor, Jahr Molekulargewicht [Da] Spezies

FOO et al. 1982 2000 bis 4000 Coronilla varia, Lotus corniculatus,
Lotus pedunculatus, Onobrychis viciifolia

FOO et al. 1996 1800 bis 2100 Lotus corniculatus

HEDQVIST et 1177 bis 3067 Lotus corniculatus

al. 2000

MCALLISTER et 3036 bis 7143 Coronilla varia, Hedysarum alpinum, Lespedeza

al. 2005 cuneata, Lotus corniculatus, Lotus pedunculatus,
Lotus uliginosus, Medicago sativa, Onobrychis
viciifolia

||I|I ..\"OR
L
0=¢” o
P
HO OH (G)
OH
(@) (b)
Abb. 2.3: Chemischer Aufbau eines hydrolysierbaren (Gallotannin; a) und eines kon-

densierten (Proanthocyanidin Cy; b) Tanninmolekils (aus KHANBABAEE u.
VAN REE 2001)
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2.1.1.5.1.1.2 Proteinprazipitation durch Tannine

Kondensierte Tannine binden mit Hilfe von Wasserstoffbriickenbindungen (McALLISTER et
al. 2005) und uber hydrophobe Bindungskrafte (SMITH et al. 2005) an Proteine
(McALLISTER et al. 2005). Die Proteinprazipitationskapazitat variiert zwischen KT
verschiedener Herkunft (McNABB et al. 1998; HEDQVIST et al. 2000; MCALLISTER et al.
2005). Beeinflussende Faktoren sind die Anzahl moglicher Wasserstoffbriickenbindungen, die
wiederum von Anzahl und Typ der Monomere und dem pH-Wert bestimmt wird, sowie die
Struktur der zu prazipitierenden Proteine (MCALLISTER et al. 2005). Neben dem pH-Wert
soll auBerdem die Anwesenheit anorganischer lonen unabdingbar fiir die Formung unléslicher
Komplexe aus Proteinen mit KT, aber auch mit HT sein (PEREZ-MALDONADO et al.
1995).

Rubisco wird bei niedrigen pH-Werten kaum, bei pH 7 bis 8 hingegen fast vollstandig, meist
jedoch reversibel, prazipitiert (McNABB et al. 1998). Unterschiedliche Prazipitations-
kapazitaten von KT aus verschiedenen Pflanzen (MOLAN et al. 2001) wurden flr Rubisco
nicht in allen Studien dokumentiert (TANNER et al. 1996; McNABB et al. 1998). Zur
Prézipitation von Rubisco werden aber deutlich geringere KT-Mengen benétigt als bei der
von bovinem Serumalbumin (McNABB et al. 1998; McALLISTER et al. 2005), welches
maoglicherweise losliche Komplexe mit KT bildet (McALLISTER et al. 2005). Obwohl bei
hoherem Molekulargewicht (AERTS et al. 1999; SMITH et al. 2005) und groRerer Molekiil-
oberflache mehr stabile Bindungen zwischen den phenolischen Einheiten der Tannine und
hydrophoben Proteinabschnitten mdglich sind (SMITH et al. 2005), besteht zwischen
Proteinprézipitationskapazitaten und KT-Molekulargewichten keine positive Korrelation
(McALLISTER et al. 2005). Dementsprechend wurde beobachtet (BARRY u. MANLEY
1984), dass KT mit niedrigem Molekulargewicht mehr Protein, und folglich auch mikrobielle
Enzyme, prézipitieren. Bei hohermolekularen KT soll es nicht zur Inaktivierung von
Enzymen kommen (BARRY u. MANLEY 1984). McALLISTER et al. (2005) halten es so fiir
mdoglich, dass bestimmte KT Proteine schitzen, gleichzeitig aber den Zelluloseabbau nicht
beeintrachtigen.

Neben KT kdnnen auch HT Proteine komplexieren, wobei Tanninsdure als Vertreter der HT
meistens weniger Protein bindet als KT (Desmodium und Lotus-Spezies; PEREZ-
MALDONADO et al. 1995).

Von der Proteinprazipitation ist zu unterscheiden, in wie weit ein KT auch die Hydrolyse des
KT-Proteinkomplexes unterbindet und das Protein im Komplex vor dem Zugriff durch
Proteasen schiitzt. Beispielsweise inhibieren KT-Extrakte aus Lotus pedunculatus und Lotus
corniculatus die Hydrolyse durch Trypsin und Chymotrypsin nur bei niedrigen pH-Werten
(McNABB et al. 1998) und somit ggf. auch die Hydrolyse durch ruminale, mikrobielle
Proteasen, nicht aber durch wirtseigene Enzyme. Wie die Prazipitationskapazitat von Rubisco
ist der den Proteinabbau hemmende Effekt bei KT aus unterschiedlichen Pflanzen verschie-
den stark ausgepragt (AERTS et al. 1999). McNABB et al. (1993) bestatigen neben reduzier-
ter ruminaler Proteolyse die Abnahme des Abbaus schwefelhaltiger AS, was in-vivo zu erhoh-
ter Methioninabsorption flhrte. Die Gabe von Polyethylenglycol kann die Hemmung des
Proteinabbaus durch KT aufheben (McNABB et al. 1993; AERTS et al. 1999).

2.1.15.1.1.3 Ruminaler Abbau von Tanninen

Aus dem Pansen von Ziegen, die tanninreiche Futtermittel aufnahmen, konnten
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tanninabbauende Bakterien isoliert werden (BROOKER et al. 1994; SKENE u. BROOKER
1995). So ist neben Streptococcus gallolyticus’ (BROOKER et al. 1994) auch ein
Selenomonas ruminantium ssp. ruminantium-Stamm (SKENE u. BROOKER 1995) in der
Lage, sowohl HT als auch KT zu spalten. NELSON et al. (1995) berichten zudem von einer
weiteren gramlabilen Kokkenspezies (keine Artangabe) im Pansen von Ziegen, die HT
spaltet. Im Pansensaft von Rindern findet ein Abbau oligomerer Tannine hingegen nicht statt
(MAKKAR et al. 1995) und auch nach achttégiger Inkubation kommt es in-vitro (RUSITEC)
nicht zur Induktion KT-abbauender Enzyme (MAKKAR u. BECKER 1995). Tanninsdure
hingegen wird in-vitro auch im bovinen Pansensaft zu Gallussdure, Pyrogallol und Resorcinol
abgebaut (SINGH et al. 2001). Die nichtenzymatische Spaltung beider Tannintypen sei unter
sauren Bedingungen im Pansen zumindest denkbar (McSWEENEY et al. 1999). BHAT et al.
(1998) fassen den bakteriellen Abbau beider Tannintypen im Pansen wie folgt zusammen (s.
Abb. 2.4):

| hydrolysierbares Tannin | | kondensiertes Tannin |
v
Gallussaure Flavonol (Monomer)
Pyrogallol
Phloroglucinol Phloroglucinol
v v
Azetat, Butyrat Azetat, Butyrat
Abb. 2.4: Ruminaler Abbau hydrolysierbarer und kondensierter Tannine (stark verein-

facht nach BHAT et al. 1998). Zu beachten ist, dass im Pansensaft von Rindern
kein Abbau oligomerer Tannine stattfindet (MAKKAR et al. 1995).
! mehrere Abbauwege bekannt

2.1.1.5.1.1.4 Beeinflussung der ruminalen Verdauung durch Tannine

Tannine reduzieren die Proteinverfligbarkeit in Pflanzen (ROBBINS et al. 1987 a) und dienen
der FraBhemmung, wie SWAIN (1979) die Ergebnisse friiherer Arbeiten zusammenfasst. Sie
sollen so der wichtigste Faktor zum Schutz der Pflanze gegen grasende Herbivoren sein.
Asende Spezies wie Maultierhirsche (ROBBINS et al. 1987 b) und Rehe (AUSTIN et al.
1989), aber auch einige Nager und Hasenartige (MOLE et al. 1990) koénnen hingegen
tanninbindende Speichelproteine bilden und so die chemische Abwehr der Pflanze auler
Kraft setzen (AUSTIN et al. 1989). Bei Rindern wurden zwar ahnliche Proteine gefunden, die
Bindung an Tannine ist aber in-vivo vernachlassigbar gering (MOLE et al. 1990) bzw. es
werden bei domestizierten Schafen und Rindern keine (AUSTIN et al. 1989) oder nur
thermisch instabile (JONES u. MANGAN 1977) bzw. l6sliche (PEREZ-MALDONADO et al.
1995) Komplexe mit Tanninen gebildet. Die Manipulation der ruminalen Verdauung mittels
Tanninen erscheint somit moglich (HANLEY et al. 1992; BARRY u. McNABB 1999).

Im amerikanischen CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and Protein System) werden an

2 Bei Sc. gallolyticus und Sc. caprinus (BROOKER et al. 1994) handelt es sich um die gleiche Spezies, bei der

Bezeichnung soll Sc. gallolyticus der VVorzug gegeben werden (SLY et al. 1997).



10 Schrifttum

Tannine gebundene N-Verbindungen zur C-Fraktion gezahlt (s. Kap. 2.2) und gelten somit als
unverdaulich (VAN SOEST 1994; CHALUPA u. SNIFFEN 1996; LICITRA et al. 1996;
SUDEKUM et al. 2005). Komplexe aus KT und Rubisco sind aber in-vitro nur zwischen pH-
Werten von 3,5 bis 7 stabil, d.h. im Pansen sind Tannine fest, im Labmagen und im vorderen
Duodenum lediglich locker an Proteine gebunden (JONES u. MANGAN 1977; BRODERICK
et al. 1991). Es wird daher angenommen, dass unlosliche (gebundene) KT den Abbau von
Pflanzenprotein im Pansen reduzieren (McNABB et al. 1996) und so den Fluss hdher-
molekularer N-Verbindungen bzw. die AS-Versorgung im Duodenum erhéhen (BARRY u.
MANLEY 1984, 1986).

Dementsprechend dokumentierten PEREZ-MALDONADO und NORTON (1996), dass
wahrend der ruminalen Verdauung die Konzentration an freien KT abnimmt, die der
proteingebundenen aber steigt. Weitere Untersuchungen ergaben keine Hinweise darauf, dass
diese Protein-KT-Komplexe im unteren Verdauungstrakt nicht abgebaut werden (PEREZ-
MALDONADO u. NORTON 1996). TANNER et al. (1994) nehmen sogar an, dass die
Aufnahme KT-haltigen Griunfutters durch Reduktion des ruminalen Blattproteinabbaus
erndhrungsphysiologisch von Vorteil ist. Hiergegen spricht, dass bei KT-Aufnahme aus Lotus
pedunculatus zwar mehr Rubisco erst im Diinndarm abgebaut wird, gleichzeitig aber auch die
duodenale AS-Verdaulichkeit sinkt (McNABB et al. 1996).

Freie KT kdnnen auBerdem mit mikrobiellen Enzymen reagieren (McLEOD 1974; AERTS et
al. 1999), sie hemmen und, wie Abbildung 2.5 zeigt, neben der mikrobiellen Proteolyse
(JONES et al. 1994) auch den Kohlenhydratabbau (BARRY u. MANLEY 1984, 1986; BAE
et al. 1993; HRISTOV et al. 2003) durch ruminale Mikroorganismen senken. Wahrend
Letzteres unter Umsténden zu EnergieeinbuRen fuhrt (BARRY u. MANLEY 1984), steigt die
Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese unter KT-Zulage an (MAKKAR et al. 1995).
Ursache ist moglicherweise der ebenfalls verminderte Abbau der schnell fermentierbaren
Kohlenhydrate (BARRY u. MANLEY 1984; s. Kap. 2.1.9, Abhédngigkeit des ruminalen N-
vom Kohlenhydratstoffwechsel).

BHAT et al. (1998) fassen zusammen, dass KT in kleinen Mengen Proteine vor (berstiirztem
ruminalen Abbau schitzen, in groRen Mengen aber mdglicherweise die Grunfutterqualitat
beeintréchtigen, bzw. die Nahrstoffverdaulichkeit herabsetzen (BENCHAAR et al. 2008 b).
HT hingegen sind toxisch fur Wiederkduer und koénnen in hohen Konzentrationen zum
Stillstand der Pansenmotorik fiihren (ZHU u. FLIPPICH 1995), ein Einsatz zur Modifikation
des ruminalen Proteinabbaus erscheint daher nicht sinnvoll.

Interaktion mit mikrobiellen
KT

unlésliche frei Enzymen und Hemmung des
(ZellzerreiRung) KT-Protein- =—= ¢S __, ruminalen Kohlenhydratabbaus:
. Komplexe KT ernahrungsphysiologisch
Proteine l ggf. von Nachteil

Hemmung des ruminalen Pflanzenproteinabbaus:
ernéhrungsphysiologisch von Vorteil

Abb. 2.5: Maoglicher Reaktionsmechanismus der kondensierten Tannine im Pansen
(BARRY u. MANLEY 1984, 1986, modifiziert nach BARRY u. McCNABB 1999)
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2.1.1.5.1.1.5 Einfluss von Tanninen auf die mikrobielle Proteolyse im Pansen

Wahrend McSWEENEY et al. (1999) aus Ziegen den Bakterienstamm LP 1284 (s. Kap.
2.1.8.1.11) isolieren konnten, der auch in Gegenwart von Tanninen noch proteolytisch tatig
ist, hemmen KT die zellassoziierte und extrazelluldre Proteaseaktivitat von Butyrivibrio
fibrisolvens A38 und Streptococcus bovis 45S1. Ursachen sollen gestorter Proteasetransport
aus der Zelle (infolge Zellwandschadigung; s. Kap. 2.1.1.5.1.1.6) und Bindung der KT an
zellwandstandige Proteasen sein. Bei Prevotella bryantii B;4° hingegen nimmt die totale
Proteaseaktivitat zu und die zellwandgebundene Aktivitat wird nicht beeinflusst (JONES et al.
1994). Sowohl KT (MAKKAR u. BECKER 1995; BENCHAAR et al. 2008 b) als auch HT
(Tanninséure; HRISTOV et al. 2003) reduzieren in-vitro die Ammoniakkonzentration im
Inkubationsmedium. Hierflr ursachlich sollen indirekt die Abnahme der Protozoenpopulation
oder die direkte Inhibition von Enzymen sein (MAKKAR u. BECKER 1995).

2.1.1.5.1.1.6 Einfluss von Tanninen auf das Wachstum ruminaler proteolytischer Bakterien

Neben der indirekten Beeinflussung der Pansenbakterien durch Einschrdnkung der
Proteinverfugbarkeit (BARRY u. MANLEY 1986), konnen KT nach Zellwandpenetration
durch selektive Hemmung der Zellwandsynthese bei einigen Spezies direkt in die Zellteilung
eingreifen (JONES et al. 1994) und das bakterielle Wachstum beeinflussen.

Neben B. fibrisolvens und P. bryantii B;4 (JONES et al. 1994; MOLAN et al. 2001) wird
auch das Wachstum von Sc. bovis (JONES et al. 1994; MOLAN et al. 2001; O'DONOVAN u.
BROOKER 2001), Eubacterium sp. und B. proteoclasticus durch KT gehemmt (MOLAN et
al. 2001). Am empfindlichsten reagieren B. proteoclasticus, gefolgt von B. fibrisolvens,
Sc. bovis und Eubacterium sp. (MOLAN et al. 2007), wahrend P. bryantii Bi4 kaum
gehemmt wird (JONES et al. 1994) und auch bei hohen Tanninkonzentrationen (600 pg/mL)
noch wachsen kann (MOLAN et al. 2007).

Es wird vermutet, dass die Zellwand der grampositiven (JONES et al. 1994) Bakterien der
Hauptangriffspunkt der KT ist (MOLAN et al. 2007). Bei Sc. bovis werden so die Bildung
langer Bakterienketten (JONES et al. 1994; O'DONOVAN u. BROOKER 2001%; MOLAN et
al. 2007) und die fehlerhafte Separierung der Tochterzellen nach der Teilung beobachtet
(JONES et al. 1994; MOLAN et al. 2007°). JONES et al. (1994) und O'DONOVAN und
BROOKER (2001)* berichten auRerdem von der Bildung multipler Teilungsebenen bei Sc.
bovis und daraus resultierender Polymorphie. Ferner treten Verklumpung und Lyse der Sc.
bovis-Zellen auf (O'DONOVAN u. BROOKER 2001)*. B. fibrisolvens reagiert mit
verlangerten Zellen auf die Anwesenheit von Tanninen (JONES et al. 1994).

Tannintolerant scheinen einige Selenomonas-Spezies aus ostafrikanischen Wiederkéuern zu
sein, die aulerdem zur Gallussdure- bzw. Tanninsaurehydrolyse befahigt sind (ODENYO u.
OSUJI 1998).

® Systematische Neuordnung der  Prevotella-Spezies nach AVGUSTIN et al. (1997) ergab folgende

Zugehorigkeiten einzelner Isolate:

Stamm 23":  P. ruminicola Stamm GA 33": P. brevis

Stamm B,4": P. bryantii Stamm M384":  P. albensis
Im Folgenden wird diese Systematik iibernommen und der Ubersichtlichkeit halber auch auf altere Studien
Ubertragen, sofern dies maoglich ist. Artname und Stammbezeichnung werden angegeben.
Ggf. gelten die Versuchsergebnisse zur Morphologie nur fir Tanninsdure (aus Literatur nicht ersichtlich).
Beobachtung nur fur Sc. bovis explizit erwéhnt.
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2.1.1.5.1.1.7 Einfluss pflanzlicher Tannine auf die mikrobielle Populationszusammen-
setzung im Pansen

Wiéhrend Tannine die ruminale Bakteriengesamtpopulation verringern, vergréfiern sich die
Anteile von Ruminococcus albus und Rc. flavefaciens sowie Fibrobacter succinogenes unter
ihrer Zulage (KRAUSE et al. 2004). KRAUSE et al. (2004) vermuten daher, dass diese selbst
tanninsensitiven Spezies geringere Empfindlichkeit aufweisen als andere Pansenbakterien.
Auch SMITH et al. (2005) nehmen an, dass Bakterien in tanninreichen Systemen nicht per se
resistent, sondern durch die tanninbedingte Nahrstofflimitierung nur weniger eingeschrankt
sind als andere. Die tanninbedingte Hemmung soll folglich durch Bildung resistenter Enzyme
mit weniger Tanninbindungsstellen oder Enzymiberproduktion kompensierbar sein.
McSWEENEY et al. (2001) beobachteten hingegen abnehmende F. succinogenes- und
Ruminococcus sp.-Anteile. Sie vermuten, dass freie, flissigkeitsassoziierte Bakterien (FAB)
weniger tanninempfindlich als partikelassoziierte Bakterien (PAB) sind.

In proteolytischen Populationen kommt es bei KT-Zulage neben einer Populationsverkleine-
rung zu Verschiebungen zu Gunsten von Eubacterium-Spezies. Tabelle 2.2 zeigt die Anteile
einzelner proteolytischer Spezies an einer solchen Population.

Tab. 2.2: Prozentuale Anteile einiger proteolytischer Bakterien im Pansen vor und nach
Erhdhung des KT-Gehalts in einer Ration (in-vivo) nach MIN et al. (2002)

Spezies Vor Erhéhung des KT-Anteils [%] Nach Erhdhung des KT-Anteils [%]
Eubacterium sp. 74,4 81,8
B. proteoclasticus 23,4 17,9
Sc. bovis 1,2 0,2
B. fibrisolvens 0,1 0,1

Aus Ziegen, die tanninreiche Futtermittel aufnahmen, konnte das tanninresistente Bakterium
Sc. gallolyticus isoliert werden (s. Kap. 2.1.1.5.1.1.3; BROOKER et al. 1994). Auch bei
anderen kleinen und Wildwiederkduern sind tannintolerante Bakterien, die Verwandtschaft
(16S rRNA Sequenzanalysen) mit Sc. gallolyticus sowie Eubacterium cellulosolvens und
Escherichia coli zeigen, weit verbreitet. Ein Nachweis bei Kihen mit niedrigen Tanninge-
halten in der Ration gelang bisher nicht (NELSON et al. 1998) und auch tanninresistente
Protozoen und Pansenpilze konnten nicht nachgewiesen werden (BHAT et al. 1998).
ODENYO et al. (1997) fanden ferner, dass durch Acacia angustissima-Futterung die Ciliaten-
zahl im Pansen abnimmt, wahrend die der Pansenpilze zunimmt. Sie vermuten aber, dass
Saponine und nicht KT hierfur verantwortlich sind. Neben KT (MAKKAR u. BECKER 1995)
reduziert auch Tanninsdure (HRISTOV et al. 2003) die Protozoenpopulation (MAKKAR u.
BECKER 1995) sowie die relative Aufnahme bakteriellen Proteins durch Protozoen. Die
relative Proteinaufnahme der Bakterien bleibt in-vitro unbeeinflusst (HRISTOV et al. 2003).

2.1.1.5.1.2  Atherische Ole

Als atherische Ole werden leicht fliichtige oder in organischen Lésungsmitteln lésliche
Pflanzenextrakte bezeichnet, die Pflanzen vor Infektionen oder Insekten schiitzen. Meistens
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handelt es sich um zyklische Kohlenwasserstoffe und deren Alkohole, Aldehyde und Ester
(WALLACE et al. 2002; WALLACE 2004; PATRAS u. SAXENA 2009).

Tabelle 2.3 gibt eine Ubersicht (iber die aktiven Komponenten atherischer Ole ausgewahlter
Pflanzen.

Tab. 2.3: Aktive Komponenten atherischer Ole ausgewahlter Pflanzen
(nach CALSAMIGLIA et al. 2007)

Atherisches Ol aus: Trivialname Aktive Komponente(n)
Allium sativum Knoblauch Allicin, Diallylsulfite
Anethum graveolens Dill Limonene, Carvon
Capsicum annuum Spanischer Pfeffer Capsaicin
Cinnamomum cassia Kassia Zimtaldehyd
Origanum vulgare Oregano Carvacrol, Thymol
Pimpinella anisum Anis Anethol
Syzygium aromaticum Nelke Eugenol
Thymus vulgaris Thymian Thymol, Carvacrol

Viele Pflanzenextrakte, die atherische Ole enthalten, bzw. die aktiven Komponenten dieser
Ole hemmen die ruminale Desaminierung, wie Tabelle 2.4 zusammenfasst. Ausnahmen
wurden nur in wenigen Studien beobachtet [gesteigerte Desaminierung durch Anisextrakt
(CARDOZO et al. 2004), keine Auswirkungen durch Anisextrakt, Anethol (BUSQUET et al.
2006), Eugenol (CASTILLEJOS et al. 2006) und Zimtaldehyd (BUSQUET et al. 2005)].
Effekte auf die ruminale Ammoniakkonzentration sind bei einzelnen Substanzen heterogen
und sowohl dosis- als auch pH- (Anisextrakt, Anethol, Eugenol; CARDOZO et al. 2005;
CALSAMIGLIA et al. 2007) und versuchssystemabhangig (FRASER et al. 2007).

Auf proteo- bzw. peptidolytischer Ebene greifen vermutlich nur wenige atherische Ole an.
Eugenol und Thymol (CASTILLEJOS et al. 2006) wie auch Knoblauch- und Zimtextrakt
(CARDOZO et al. 2004, 2005) stimulieren die Proteolyse oder hemmen peptidolytische
Vorgange. Zimtaldehyd selbst, als Bestandteil des Zimtextraktes, wirkt weder auf Proteo-
noch auf Peptidolyse und auch bei Knoblauchextrakt wurden in der Studie BUSQUET et al.
(2005) keine Auswirkungen beobachtet.

Tab. 2.4: Hemmung der Desaminierung im Pansen durch &therische Ole
Extrakt/Stoff in-vivo/in-vitro  Autor, Jahr

Anisextrakt in-vivo/in-vitro CARDOZO et al. 2005, 2006
Anethol in-vitro CARDOZO et al. 2005
Spanischer Pfeffer-Extrakt in-vitro CARDOZO et al. 2005

Ol aus Spanischem Pfeffer in-vitro BUSQUET et al. 2006
Eugenol in-vitro CARDOZO et al. 2005;

BUSQUET et al. 2006
Guajakol in-vitro CASTILLEJOS al. 2006
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Tab. 2.4: Fortsetzung

Extrakt/Stoff in-vivo/in-vitro  Autor, Jahr
Knoblauchextrakt in-vitro CARDOZO et al. 2004, 2005;
BUSQUET et al. 2005
Limonene in-vitro CASTILLEJOS et al. 2006
Oreganoextrakt in-vitro CARDOZO et al. 2005
Oreganodl in-vitro BUSQUET et al. 2006
Carvacrol in-vitro BUSQUET et al. 2006
Thymol in-vitro CASTILLEJOS et al. 2006
Zimtextrakt in-vitro CARDOZO et al. 2004, 2005
Zimtol (dosisabhangig) in-vitro BUSQUET et al. 2006
in-vitro® FRASER et al. 2007
Zimtaldehyd in-vitro CARDOZO et al. 2005;
BUSQUET et al. 2006
Zimtaldehyd und Eugenol in-vivo CARDOZO et al. 2006
Thymol, Eugenol, Vanillin und in-vitro MCINTOSH et al. 2003
Limonene
Thymol, Guajakol und Limonene® in-vivo/in-vitro NEWBOLD et al. 1999, 2004

' RUSITEC; * Hauptkomponenten einer kommerziellen Mischung atherischer Ole

Ergebnisse weiterer Studien deuten darauf hin, dass vor allem die Desaminaseaktivitat
monensinsensitiver Spezies (s. Kap. 2.1.8.1.11; HAP-Bakterien) gehemmt wird, wéhrend
andere (u.a. Clostridium aminophilum, Sc. bovis, Megasphaera elsdenii) nur wenig beein-
trachtigt werden bzw. sich adaptieren kénnen (McINTOSH et al. 2003). CARDOZO et al.
(2004) bestatigen die Adaptation ruminaler Mikroorganismen in-vitro sowie fehlende
Auswirkungen auf Fermentation und N-Stoffwechsel nach einigen Tagen bei Gabe niedriger
Dosen (0,22 mg/L Pansenflissigkeit; CARDOZO et al. 2004). Hohere Dosen (30 bzw.
300 mg/L Kulturflissigkeit) von Zimtaldehyd und Knoblauchdl kénnen hingegen Adapta-
tionsprozesse verhindern (BUSQUET et al. 2005). Speziell P. bryantii kann sich aber auch an
hohe Thymol-, Eugenol-, Vanillin- und Limonenekonzentrationen adaptieren (127,5 ppm;
MCINTOSH et al. 2003).

Zu bedenken ist, dass reduzierte Konzentrationen von Ammoniak (CARDOZO et al. 2005)
und verzweigtkettigen Fettsduren auch Uber erhohte Peptid- und AS-Nutzung der
Pansenbakterien erklérbar sind, und nicht unbedingt Ausdruck gehemmter Desaminierung
sein mussen. Protozoen werden durch &therische Ole im Gegensatz zu KT und Saponinen (s.
Kap. 2.1.1.5.1.1 und 2.1.1.5.1.3) in den meisten Fallen nicht negativ beeinflusst (McCINTOSH
et al. 2003; NEWBOLD et al. 2004; BENCHAAR et al. 2006, 2007, 2008 b; CARDOZO et
al. 2006; PATRA et al. 2006).

Die Wirkung &therischer Ole soll entweder in der Beeinflussung der Substratbesiedlung tiber
eine Wirkung auf Ruminobacter amylophilus (WALLACE et al. 2002) oder durch mehr oder
weniger selektive Hemmung gramnegativer und grampositiver (CALSAMIGLIA et al. 2007)
bzw. ammoniakhyperproduzierender Spezies begrindet sein (WALLACE et al. 2002) und so
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indirekt zur Senkung der Desaminaseaktivitat fiihren (CALSAMIGLIA et al. 2007). Nach
BENCHAAR et al. (2008 a) sind die antibakteriellen Eigenschaften atherischer Ole mit ihrer
Lipophilie und der resultierenden Affinitat zu bakteriellen Zellmembranen assoziiert. Einige
mogliche Reaktionsmechanismen sind nachfolgend aufgefhrt:

o Wirksame Bestandteile haben Zugang zum Periplasma und anderen Zellkompartimenten
(Zimtaldehyd) bzw. konnen die &duBere Zellmembran und die Zytoplasmamembran
zerstoren (Carvacrol, Thymol) und membranassoziiertes Material bzw. ATP aus den Zellen
freisetzen (HELANDER et al. 1998).

e Carvacrol erhoht die Permeabilitdat von Zellmembranen, wodurch es zum Eintritt von
Protonen und Austritt von Kaliumionen kommt (ULTEE et al. 1999). Die phenolische
Hydroxylgruppe soll hierbei als transmembranaler Carrier fir Protonen beteiligt sein.
Durch den folgenden pH-Gradientenabfall an der Zellmembran wird kein ATP mehr
gebildet und es kommt zum Zelltod (ULTEE et al. 2002).

« Substanzen aus &therischen Knoblauchdlen reagieren mit Sulfhydrylgruppen (ROSS et al.
2001) und hemmen so méglicherweise mikrobielle Enzyme.

Atherische Ole sollen die ruminale Fermentation zugunsten hoherer Produktivitat beeinflus-
sen (WALLACE 2004). Bis jetzt sind aber nur vergleichsweise wenige atherische Ole und
einige ihrer Komponenten (BENCHAAR et al. 2008 a) untersucht worden. Darlber hinaus
entstanden viele in-vitro-Studien mit relativ hohen Dosierungen (CASTILLEJOS et al. 2007,
BENCHAAR et al. 2008 a), so dass besonders nach dem Verbot antibiotischer Leistungs-
forderer (NEWBOLD et al. 2006) verstarkter Bedarf nach in-vivo-Langzeitstudien besteht
(CASTILLEJOS et al. 2007; BENCHAAR et al. 2008 a).

2.1.1.5.1.3  Saponine

Saponine sind hochmolekulare Glykoside aus Triterpenen, Steroiden oder Steroidalkaloiden
(WALLACE et al. 2002).

In-vitro hemmen Saponine aus verschiedenen Pflanzen das Wachstum bestimmter bakterieller
und auch proteolytischer Spezies im Pansen. Die Ergebnisse der einzelnen Studien sind zwar
nicht eindeutig, jedoch scheinen B. fibrisolvens (WALLACE et al. 1994), Rb. amylophilus
(WANG et al. 2000) und Sc. bovis eine hthere Sensitivitat aufzuweisen als S. ruminantium
(WALLACE et al. 1994; WANG et al. 2000) oder auch P. bryantii B;4, welches sein
Wachstum unter Zulage von Saponinen aus Yucca-Extrakt sogar steigert (WALLACE et al.
1994). Mdoglicherweise kann es sich durch Zellwandverdickung (WANG et al. 2000) vor
Saponinen schitzen. Stérker als Bakterien, deren Anzahl in bestimmten Féllen -wie bereits
erwéhnt- unter Saponinzulage sogar zunehmen kann (NEWBOLD et al. 1997; HESS et al.
2004), werden sowohl in-vitro (MAKKAR et al. 1998; HESS et al. 2003; HRISTQOV et al.
2003; GOEL et al. 2008) als auch in-vivo (NEWBOLD et al. 1997; HRISTOV et al. 1999;
HESS et al. 2004; GOEL et al. 2008) Protozoen durch Saponine aus unterschiedlichsten
Pflanzen gehemmt. Unklar ist, ob alle Spezies gleichermal’en von der Hemmung betroffen
sind (PATRA u. SAXENA 2009).

Die Pflanze Yucca schidigera besitzt bei hohen Ammoniakkonzentrationen aulRerdem die
Fahigkeit, mit einer ,,Glycokomponente” (WALLACE et al. 1994), die nicht identisch mit den
Saponinen ist (HEADON 1992), Ammoniak reversibel zu binden (HEADON 1992;
WALLACE et al. 1994), wéhrend bei niedrigen Konzentrationen Ammoniak freigesetzt
werden kann (HEADON 1992). Letzteres erklart fehlende Ammoniakkonzentrations-
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anderungen bei in-vivo-Studien mit niedrigen Yucca-Extraktkonzentrationen (WU et al.
1994). Senkungen der Ammoniakkonzentration in in-vitro-Studien (WALLACE et al. 1994;
WANG et al. 1998) sollen hingegen auf eine sofort reduzierte Proteolyse (WALLACE et al.
1994), gesenkte Desaminaseaktvitdt und spater auf antiprotozoale Effekte durch Saponine
zurlickzufuhren sein (bakterielles Protein wird nicht von Protozoen genutzt; WALLACE et al.
1994; HRISTOV et al. 1999). HRISTOV et. al. (1999) gehen im Gegensatz zu WALLACE et
al. (1994) davon aus, dass die proteolytische Aktivitdt und mikrobielle Proteinsynthese
unbeeinflusst bleiben und die sinkenden Ammoniakkonzentrationen in ihrer in-vivo-Studie
neben einer Desaminaseaktivitatssenkung tatsachlich auch auf Ammoniakbindung zurtick-
gefuhrt werden konnen. In weiteren Studien wurde sogar eine erhohte Proteolyseaktivitét
beobachtet (WANG et al. 1998; CARDOZO et al. 2004), wahrend die Desaminase- und
Dipeptidaseaktivitaten unbeeinflusst blieben und lediglich gesenkte Peptidaseaktivitat und
erniedrigte Protozoenzahl zu kurzzeitig gesenkten Ammoniakkonzentrationen flhrten
(WANG et al. 1998).

2.1.15.2 Amylase und Zellulase

Pflanzliche Zellwandproteine kdnnen erst nach Depolymerisierung der Zellwandpolysaccha-
ride abgebaut werden, da proteolytische Enzyme sonst keinen Zugang zu ihrem Substrat
haben (DEBROAS u. BLANCHART 1993). Der Proteinabbau durch ruminale Proteasen wird
dementsprechend in-vitro durch Zellulasegabe nach langerer Inkubationszeit (16 Stunden)
stark gesteigert (KOHN u. ALLEN 1995). Ubereinstimmend bauen Cokulturen aus proteoly-
tischen Prevotella-Spezies (keine genaue Speziesangabe) und zellulolytischen Rc. albus in-
vitro Luzernezellwandprotein (Zellwandpréaparation; sechstégige Inkubation) am effektivsten
ab (DEBROAS u. BLANCHART 1993).

Starke hemmt Proteasen von Streptomyces griseus und Bacillus subtilis (ASSOUMANI et al.
1992) sowie Bromelain (Protease aus der Ananaspflanze; TOMANKOVA u. KOPECNY
1995). Durch Zusatz von a-Amylase (ASSOUMANI et al. 1992; TOMANKOVA u.
KOPECNY 1995) und R-Glucanase (ASSOUMANI et al. 1992) kann die sterische Hemmung
der Proteasen durch Starke- und Zellulosemolekiile vermieden werden (TOMANKOVA u.
KOPECNY 1995).

2.1.15.3 Weitere, den ruminalen Proteinabbau beeinflussende Faktoren
Tabelle 2.5 zeigt eine Auswahl von Einflussfaktoren auf den ruminalen Proteinabbau. Weitere

Faktoren (Proteinstruktur, Loslichkeit, Flitterungsniveau, Rationszusammensetzung etc.) kon-
nen der Arbeit von HOLTERSHINKEN (1990) entnommen werden.
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Tab. 2.5: Effekte auf den ruminalen Proteinabbau durch Endprodukthemmung,
Enzymzulage, Futtermittelbearbeitung, nichtionische Tenside, den pH-Wert
sowie die Rationsgestaltung, Proteinquelle und unterschiedliche Protein-
supplementierungsfrequenz

Faktor Effekt(e) Autor, Jahr

Endprodukt- « In-vitro reduzieren freie AS konzentrationsabhangig VERESEGYHAZY

hemmung die Proteolyse um 6,5 bis 98,7 %, fluchtige etal. 1993

Enzymzulage
(Uberwiegend
proteolytisch)

Futtermittel-
bearbeitung

Nichtionische
Tenside

pH-Wert und
Rations-
gestaltung

Fettsdurenkonzentrationen tber 133 mmol/L
erhdhen die proteolytische Aktivitét (p < 0,05)

e Ammoniak (> 5 mmol/L), AS und Peptide hemmen
als Endproduktinhibitoren die Proteolyse (in-vitro)

e Rp (Rohprotein)-Abbau wird trotz vier- bis neun-
fach gesteigerter proteolytischer Aktivitat nur um
durchschnittlich 6,7 % gesteigert (in-vitro)

e Zunahme der Ammoniakkonzentration (in-vitro)

o Membranstandige Chloroplastenproteine werden in
Luzernesilage gegenuber frischer oder angewelkter
Luzerne schneller abgebaut, wahrend 16sliche
Chloroplasten- und cytoplasmatische Proteine
gleiche Abbauraten zeigen (in-vitro)

« Hitzebehandlung reduziert ruminalen Proteinabbau
(Bildung von Maillardprodukten; s. Kap. 2.2),
bereits Sonnentrocknung von Gras bei der Heupro-
duktion reduziert die ruminale Proteinabbaubarkeit

o Kombinierte Hitze- und Phosphor- oder Bern-
steinsaurebehandlung vergroRert den nicht ruminal
abbaubaren Proteinanteil in Sonnenblumenmehl um
das 3,5-fache

e In-vitro Erhéhung der Proteaseaktivitét einer ge-
mischten bovinen Pansenbakterienpopulation, da in
hydrophoben Enzymregionen gelegene SH-
Gruppen der Cysteinproteasen substratzuganglicher
gemacht werden

o Die mikrobielle Population bei einem bestimmten
pH-Wert bestimmt die proteolytische Aktivitat: bei
niedrigen Werten nehmen zellulolytische Bakterien
ab. Mit ihrem Riickgang sinken der Faserabbau und
die Mdoglichkeit an fasergebundenes Protein zu
gelangen

e Andererseits werden unter sauren Bedingungen
mehr amylolytische Bakterien gefunden, die hthere
proteolytische Aktivitat zeigen und unter Umstéan-
den hohere Proteolyseraten bewirken kénnen

BRODERICK et al.
2004

COLOMBATTO
et al. 2003

MAKONI et al.
1994

BRODERICK et al.
1991;
NOLAN 1993

GONZALEZ et al.
2009

KAMANDE et al.
2000

BACH et al. 2005

COLOMBATTO
et al. 2003
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Tab. 2.5: Fortsetzung

Faktor Effekt(e) Autor, Jahr
Proteinquelle  « Ahnliche Proteine aus verschiedenen Pflanzen AUFRERE et al.
werden im Pansen unterschiedlich schnell, aber 1994

ahnlich abgebaut
o Mikrobieller Abbau der 16slichen Rp-Fraktionist ~ RUIZ MORENO

futtermittelabhangig (in-vitro) et al. 2007
Proteinsupple- o Téagliche Supplementierung férdert in-vivo FARMER et al.
mentierungs- Bakterien, die schnell Peptide und AS umsetzen 2004
frequenz « Bei seltener Supplementierung (zweimal/Woche)

dominieren in-vivo Bakterien, die diese Substrate

langsam abbauen und es kommt zu gréReren Peptid-

und AS-Konzentrationsschwankungen nach der

Fltterung (s. Kap. 2.1.2.1. und 2.1.3.1)
2.1.2 Ruminaler Peptidmetabolismus
2121 Peptidkonzentration im Pansensaft

Einen Uberblick Gber gemessene Peptid-N-Konzentrationen im Pansensaft bzw. omasaler
Digesta des Rindes gibt Tabelle 2.6.

Tab. 2.6: Peptid-N-Konzentrationen in Pansensaft (CHEN et al. 1987 a; WILLIAMS u.
COCKBURN 1991; VOLDEN et al. 2002) bzw. omasaler Digesta (CHOI
2002) von Rindern

Peptid-N [mg/L] Nutritive N-Quelle Autor, Jahr

54 bis 225 Fischmehl, Sojabohnenmehl CHEN et al. 1987 a

21 bis 169 u.a. Kas_ein, Fischmehl, Sojabohnen- WILLIAMS u. COCKBURN
und Maisglutenmehl 1991

0,3 bis 2,8 Harnstoff

56,0 bis 81,0 Grassilage und Proteinsupplemente CHOI 2002

170 (Mittelwert) Gras, Grassilage VOLDEN et al. 2002

CHOI (2002) und VOLDEN et al. (2002) malen ca. eine Stunde nach der Fltterung hdchste
Peptidkonzentrationen, wéhrend CHEN et al. (1987 a) und FARMER et al. (2004)° héchste
Konzentrationen erst zwei Stunden nach der Fltterung dokumentierten. Bereits nach drei bis
finf (BRODERICK u. WALLACE 1988; WILLIAMS u. COCKBURN 1991; VOLDEN et
al. 2002) bzw. vier bis sechs Stunden (CHOI 2002) fallt die Konzentration auf Ausgangswerte

®  Ppeptidkonzentrationen bis ca. 1,75 mmol/L, ein Vergleich mit den Ergebnissen anderer Autoren ist auf Grund

der gewahlten Einheit [mmol/L] ohne Kenntnis des Peptid-N-Gehalts nicht méglich.
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ab. Mit steigendem Rp-Gehalt erhoht sich die Peptidkonzentration (CHEN et al. 1987 a).
Wird Harnstoff als N-Quelle gegeben, sind die Konzentrationen hingegen sehr niedrig
(BRODERICK u. WALLACE 1988; WILLIAMS u. COCKBURN 1991).

2.1.2.2 Peptidaufnahme durch Pansenbakterien

In dieser Arbeit sind Erganzungen und neuere Erkenntnisse beziliglich der bakteriellen Peptid-
aufnahme enthalten. Grundlegende Informationen sind bei HOLTERSHINKEN (1990) zu
finden.

Bei Pansenbakterien ist die Peptidaufnahme, wie die Aufnahme vieler AS, nicht ATP-abhan-
gig, sondern wahrscheinlich an den Mineralstoffkationentransport gekoppelt (WALLACE et
al. 1990 a). Vermutlich benétigt dieser Mechanismus, bezogen auf einzelne AS, weniger
Energie als der Transport freier AS (RUSSELL et al. 1991).

Die Fahigkeit zur Peptidaufnahme ist bei einzelnen Pansenbakterienspezies unterschiedlich
ausgepragt. Die Spezies Sc. bovis und P. bryantii B14 zeigen hohe, F. succinogenes, S. rumi-
nantium und Anaerovibrio lipolytica niedrigere Peptidaufnahmeraten. Eine Praferenz zur Auf-
nahme von Peptiden gegeniber AS wurde bei P. bryantii B;4 nachgewiesen (LING u.
ARMSTEAD 1995).

ARMSTEAD und LING (1993) berichten, dass Peptide mit einem Molekulargewicht
zwischen 1000 und 2000 Da am schnellsten aufgenommen werden, gefolgt von Peptiden
unter 200, Peptiden zwischen 500 und 1000 und schlieBlich Peptiden zwischen 200 und
500 Da Molekulargewicht. Insgesamt sind die Aufnahmeraten aber &hnlich. Fur Alaninpep-
tide scheint diese Reihenfolge nicht zu gelten, hier wird Alaz (268 Da) schneller als Ala, und
Alas (356 bzw. 445 Da) aufgenommen, Ala, (178 Da) zeigt unerwartet die langsamste
Aufnahmerate (BRODERICK et al. 1988). Ursache des unterschiedlich schnellen Peptidtrans-
ports sind maoglicherweise separate Transportsysteme fur verschieden lange Peptide, wie sie
bei Prevotella-Spezies bereits nachgewiesen wurden (WALLACE et al. 1995).

Zu beachten ist aber, dass Peptidasen haufig zellassoziiert sind, und es daher nicht immer
ohne Weiteres mdglich ist, Peptidtransport und extrazellulare Peptidaseaktivitat mit an-
schlieBendem AS-Transport voneinander zu unterscheiden (RUSSELL et al. 1991).
Hydrophile Peptide mit hohen Aspartat-, Glutamat-, Arginin- und Lysinanteilen (CHEN et al.
1987 c) werden bevorzugt durch Pansenbakterien aufgenommen. Es wird vermutet, dass der
Transport hydrophober Peptide in die mikrobiellen Zellen erschwert ist (CHEN et al.
1987 a, c) und daher Peptide mit hohen Tyrosin-, Valin- Tryptophan-, Phenylalanin-, Leucin-
und Prolinanteilen im Pansensaft akkumulieren (CHEN et al. 1987 ¢). Dementsprechend
werden die Dipeptide Alay, Gly,, GlyAla und ValAla &hnlich schnell von einer gemischten
Pansenbakterienpopulation aufgenommen wahrend das prolinhaltige GlyPro niedrigere
Aufnahmeraten zeigt (BRODERICK et al. 1988).

2.1.2.3 Mikrobieller Peptidabbau im Pansen

Fur den ruminalen Abbau langerer Peptide (Alanin- und Glycinpeptide mit einer Lange von
bis zu finf AS) sind vor allem Bakterien verantwortlich. Protozoen (Ciliaten) zeigen hoéhere
Dipeptidaseaktivitat (WALLACE et al. 1990 b).

Der beherrschende Mechanismus der Peptidhydrolyse ist die Spaltung durch Dipeptidyl-
aminopeptidasen (DPP; WALLACE et al. 1990 b; DEPARDON et al. 1996; WALLACE
1997; WALLACE et al. 1999; WANG et al. 2004), deren Aktivitat sofort nach Peptidzulage



20 Schrifttum

ansteigt (DEPARDON et al. 1996). Beteiligt sind vor allem am N-Terminus angreifende DPP
(WALLACE u. McKAIN 1989 a, b; WALLACE et al. 1990 ¢c; WALLACE et al. 1993 a;
WALKER et al. 2003), bei denen es sich wahrscheinlich Uberwiegend um DPP vom Typ |
(synthetisches Substrat: GlyArg-MNA) handelt (WALLACE u. McKAIN 1989 a).

Die wichtigsten Spezies, die DPP-Aktivitdt vom Typ | besitzen, sind die Prevotella-Stamme
P. albensis M384 (McKAIN et al. 1992; WALLACE et al. 1997 b), P. bryantii B;4 (McKAIN
et al. 1992), P. ruminicola 23 (DEPARDON et al. 1998) und P. brevis GA 33 (McKAIN et al.
1992). Des Weiteren verfugen auch Sc. bovis, Rb. amylophilus, Rc. albus und flavefaciens,
sowie Veillonella parvula tGber DPP-Aktivitat (WALLACE et al. 1997 b). In neueren Studien
wurden bei P. albensis M384 aulerdem DPP vom Typ IV (synthetisches Substrat: GlyPro-
MNA) und weitere DPP identifiziert (s. Kap. 2.1.8.1.1; WALLACE u. McKAIN 1991;
WALLACE et al. 1997 b). Die DPP vom Typ IV ist vermutlich mit der Zellmembran
assoziiert, wiegt ca. 240 kDa und besteht aus drei Untereinheiten (WALKER et al. 2003).

P. ruminicola 23 weist neben DPP Typ I-Aktivitdt Alaninaminopetidaseaktivitat auf
(DEPARDON et al. 1996); Sc. bovis und in geringerem Umfang auch Rb. amylophilus zeigen
auBerdem Leucinaminopeptidaseaktivitdt und konnen einzelne AS von Peptiden abspalten
(WALLACE et al. 1990 c; WALLACE u. McKAIN 1991). Die ruminale Leucinamino- bzw.
Exopeptidaseaktivitdt steigt im Gegensatz zur DPP-AKktivitét erst drei Stunden nach Peptid-
zulagen an (DEPARDON et al. 1996). Obwohl zwar auch einige Carboxypeptidasen im
Pansen aktiv sind (WALLACE et al. 1993 a), wird die Peptidhydrolyserate aber vor allem
durch die Struktur des N-Terminus bestimmt (WALLACE et al. 1990 c).

Da die Peptidaseaktivitat im Pansensaft der von Prevotella entspricht (DPP Typ I-Aktivitét),
spielen andere Spezies in-vivo vermutlich nur eine untergeordnete Rolle beim Peptidabbau
(WALLACE u. McKAIN 1991). Es wird vermutet, dass Populationsverschiebungen zu Guns-
ten von Sc. bovis auch die Hauptpeptidaseaktivitit von DPP zu Leucinaminopeptidasen
verlagern (WALLACE 1996).

Die peptidolytische Aktivitat ist groBtenteils zellassoziiert (BRODERICK et al. 1988;
WALLACE et al. 1990 b), lediglich die dipeptidolytische Aktivitat ist etwa zur Hélfte in der
Pansenflissigkeit lokalisiert (BRODERICK et al. 1988). Da es bei Bakterien nicht zu intrazel-
luldrer Peptidakkumulation kommt, ist es aber auch moglich, dass Substrate erst in die Zelle
transportiert, dort gespalten und wieder aus der Zelle geschleust werden (WALLACE et al.
1990 b).

2124 Mikrobieller Tri- und Dipeptidabbau im Pansen

Endprodukte des Peptidabbaus durch DPP sind Di- und Tripeptide, die einem weiteren Abbau
zu AS durch Di- und Tripeptidasen unterliegen. Abbildung 2.6 zeigt schematisch diese
zweistufige Gliederung des ruminalen Peptidabbaus, die bei Prevotella besonders ausgepragt
ist (WALLACE et al. 1997 b).

In den Dipeptidabbau sind vor allem Ciliaten involviert (WALLACE et al. 1990 b,
WALLACE 1996), aber auch M. elsdenii (WALLACE u. McKAIN 1991) und P. albensis
M384 sowie P. bryantii B;4 zeigen hohe bzw. hohere Dipeptidaseaktivitét als originarer Pan-
sensaft. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass diese Spezies auch beim Tri- und
Dipeptidabbau von besonderer Bedeutung sind (WALLACE et al. 1993 a).
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Abb. 2.6: Biphasischer Peptidabbau durch ruminale Bakterien und speziell durch
Prevotella ssp. (modifiziert nach WALLACE 1996, 1997)
O monomere Aminosaure

Wie die Tripeptidasen sind die Dipeptidasen von Prevotella-Spezies intrazellular lokalisiert,
so dass die Dipeptidtransportrate in die Zelle die Substratverfligbarkeit bestimmt. Spaltstelle
der Tripeptidasen ist die N-terminale Peptidbindung (WALLACE et al. 1995). Die Dipep-
tidasen der Bakterien P. albensis M384, F. succinogenes, Lachnospira multipara und M. els-
denii sowie vermutlich auch die der Protozoen sind Metallodipeptidasen (WALLACE et al.
1996), wobei das Co-Enzym der Metallodipeptidase von P. albensis M384 Mn®" st
(WALLACE unverdffentlicht in WALLACE u. McKAIN 1996).

2.1.25 Beeinflussung der ruminalen Peptidabbaubarkeit

Die Abbaubarkeit einzelner Peptide wird vor allem von ihrem Molekulargewicht und ihrer
Komposition aus monomeren AS beeinflusst:

o Peptide mit Molekulargewichten zwischen 2000 und 4000 Da werden durch eine ge-
mischte ruminale Bakterienpopulation schneller abgebaut als solche zwischen 500 und
2000 Da (DEPARDON et al. 1996). In P. ruminicola-Kulturen hingegen akkumulieren
Peptide mit Molekulargewichten zwischen 2000 und 3000 Da, wéhrend die von noch
groReren Peptiden (3000 bis 5000 Da) rasch abnimmt und die von Peptiden unter 2000 Da
annédhernd gleich bleibt (DEPARDON et al. 1998). Urséchlich fur gleichbleibende Konzen-
trationen der kleineren Peptide (< 2000 Da; DEPARDON et al. 1998) bzw. die Akkumulation
von Peptiden unter 500 Da (DEPARDON et al. 1996) ist moglicherweise, dass Pansen-
bakterien Peptide mit Molekulargewichten bis 751 (Sc. bovis; WESTLAKE u. MACKIE
1990) bzw. 2000 Da (P. ruminicola 23; PITTMAN et al. 1967) direkt aufnehmen kdnnen.
Ihre Akkumulation kann folglich durch schnelle Peptidolyse und damit verbundene Uberlas-
tung der Transportsysteme erklart werden (DEPARDON et al. 1996).

o Hydrophile Peptide unterliegen schnellerem ruminalen Abbau als hydrophobe, doch in
beiden Gruppen wurden resistente Molekdle entdeckt, die héhere Serin-, Valin-, Lysin- und
niedrigere Histidin-, Threonin- und Phenylalaninanteile aufweisen als die urspriinglichen
Peptide (DEPARDON et al. 1996). Mdoglicherweise kann so das AS-Profil der
N-Verbindungen im Duodenum durch Bindung hydrophiler AS an hydrophobe Peptide
beeinflusst werden (RUSSEL et al. 1991).
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o Tripeptide mit Gly,-Rest am N-Terminus (WALLACE et al. 1993 a), prolinhaltige und
saure (Tri-) Peptide werden langsamer als andere Tripeptide abgebaut (WALLACE u.
McKAIN 1989 b; WALLACE et al. 1993 a).

e Prolinhaltige Dipeptide (LeuPro, LysPro, ProLeu, ProLys, ValPro, MetPro, GlyPro,
ProMet, ProGly, ProAla und ProVal, aufsteigend nach Abbaubarkeit geordnet) werden
besonders langsam (BRODERICK et al. 1988; YANG u. RUSSELL 1992; WALLACE et al.
1993 a), bzw. langsamer als Dipeptide abgebaut, die aus zwei gleichen AS (aulRer Prolin)
bestehen (Gly,, Alay, Val,, Met,, Leu, und Lys;; YANG u. RUSSELL 1992). DEPARDON et
al. (1998) konnten zwar weder Prolinanreicherung noch Zunahme hydrophober Peptide in
Peptidruckstanden beobachten, waren aber auch nicht in der Lage, alle Peptide messtechnisch
zu erfassen. Mdglich ist auch, dass bei Peptiden mit mehr als zwei AS Lange kein hemmender
Effekt durch Prolin auftritt (DEPARDON et al. 1998).

e Saure, aspartat- (WALLACE et al. 1993 a) und glutamathaltige (DEPARDON et al.
1998) (Di-) Peptide unterliegen einem langsamerem Abbau als neutrale und basische Dipep-
tide (WALLACE et al. 1993 a).

2.1.2.6 Artifizielle Beeinflussung der ruminalen Peptidabbaubarkeit

WALLACE (1997) fasst zusammen, dass die meisten Peptide im Pansen bis zu Ammoniak
abgebaut werden kénnen und die Fahigkeit der Pansenmikroorganismen, dieses zu nutzen, bei
schnellem Peptidabbau zeitweilig tberstiegen wird. Besonders bei Energielimitierung kommt
es zur Akkumulation von AS aus dem Peptidabbau und in der Folge zu massiver Ammoniak-
produktion (WALLACE 1996). Somit wurde nach WALLACE (1997) ein verlangsamter
Peptidabbau zu héherer Effizienz bei der AS-N-Aufnahme durch Mikroorganismen flhren,
Zur Rationalisierung des Peptidmetabolismus bieten sich folgende drei Mdglichkeiten:

(1) Suppression peptidolytischer Bakterien (WALLACE et al. 1990 c) bzw. numerische Re-
duktion von Prevotella sp. (WALLACE 1997). Da Prevotella (keine genaue Stamm-
definition mdglich) das haufigste Pansenbakterium ist und viele Stoffwechselfunktionen
erfullt, wére dies nach BRODERICK et al. (1991) mdglicherweise kontraproduktiv.

(2) Verhinderung der Dipeptidaufnahme durch Bakterien (WALLACE 1997).

(3) Unterbindung der Hydrolyse durch Peptidasen (WALLACE et al. 1990 ¢) und DPP
(WALLACE 1997) mittels Enzymhemmung oder Substratmodifikationen (BRODERICK
et al. 1991). Dieser Ansatz ist bisher am besten untersucht worden (s. Kap. 2.1.2.6.1 und
2.1.2.6.2).

2.1.2.6.1 Unterbindung der Peptidhydrolyse durch Modifizierung des N-Terminus

Durch Acetylierung mit Essigsaureanhydrid kann der N-Terminus von Peptiden in Trypticase
(WALLACE 1992 a, b) sowie Lactalbuminhydrolysat geblockt und die Hydrolyse durch
Aminopeptidasen verringert bzw. bei reinen, acetylierten Peptiden (ValGlySerGlu,
PheGlyGly, LeuGlyGly, Alas, Alay) verhindert werden (WALLACE 1992 a). Bernsteinséure-
anhydrid und Maleinséureanhydrid kénnen gleichermalien zur Blockierung des N-Terminus
eingesetzt werden und verhindern in-vitro den Abbau zu Ammoniak ebenfalls fast vollstdndig
(WALLACE et al. 1993 b). Auch in-vivo entsteht bei Futterung acetylierter Sojabohnen-
peptide weniger Ammoniak im Pansen als bei unbehandeltem Sojabohnenmehl (CAO et al.
2007).
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Im Gegensatz zu Peptiden kénnen Proteine durch Acetylierung nicht geschitzt und auch der
Abbau groRer Peptide (u.a. Bradykinin) nur verlangsamt werden, da lange AS-Ketten viele
Angriffspunkte fir Endoproteinasen bieten (WALLACE 1992 a). In weiteren Versuchen
konnte aber nicht bestatigt werden, dass Peptide mit héherem Molekulargewicht tatséchlich
weniger gut geschutzt werden (WALLACE 1992 b).

Eine Adaptation der ruminalen Mikroorganismenpopulation findet auch nach 21-tdgiger
Futterung acetylierter Peptide nicht statt (WITT et al. 1998; WALLACE et al. 1999). Anstatt,
wie zundchst beflrchtet (WALLACE 1992 a), die Pravalenz von Spezies mit Carboxy-
peptidaseaktivitat zu erhohen, verlieBen sich die Mikroorganismen auf das Vorhandensein
freier N-Termini (WALLACE 1997).

Fraglich war zunéchst auch, ob acetylierte oder anderweitig modifizierte Peptide durch das
Wirtstier nutzbar sind (WALLACE et al. 1993 b). WALLACE et al. (1999) gehen trotz mdg-
licher Deacetylierung im Labmagen (CAO et al. 2007) und hoher intestinaler Verdaulichkeit
acetylierter Peptide (WALLACE et al. 1998; CAO et al. 2007) davon aus, dass der nutritive
Wert durch Acetylierung gemindert wird.

2.1.2.6.2 Unterbindung des Peptidabbaus mittels Peptidaseinhibitoren

Die Tabellen 2.7 und 2.8 geben einen Uberblick (iber verschiedene Dipeptidaseinhibitoren
und die von ihnen gehemmte DPP-Aktivitat (s. Tab. 2.7) bzw. ihre Wirkmechanismen (s.
Tab. 2.8).

Tab. 2.7: Dipeptidaseinhibitoren und jeweils gehemmte Peptidaseaktivitéat im Pansensaft
von Schafen

Dipeptidaseinhibitor Gehemmte Peptidaseaktivitat Autor, Jahr
GlyPhe-Diazomethylketon DPP Typ I, Leucinaminopeptidase WANG et al. 2004
Ala,-Chloromethylketon DPP Typ lund Il WANG et al. 2004
Benserazid DPP Typ I, Leucinaminopeptidase WANG et al. 2004
Diprotin A DPP Typ IV WANG et al. 2004
1,10-Phenanthrolin DPP (keine Typangabe) WALLACE et al. 1996

Von einer DPP-Hemmung durch GlyPhe-Diazo- und Ala,-Chloromethylketon sowie
Benserazid und Diprotin A sind sowohl P. ruminicola 23, P. albensis M384, P. bryantii B,4
und P. brevis GA 33 als auch gemischte Pansenmikroorganismenpopulationen betroffen,
wéhrend fur GlyPhe-Diazomethylketon und Benserazid auch eine Hemmung der Leucin-
aminopeptidaseaktivitét in Sc. bovis verzeichnet wurde (WANG et al. 2004).
1,10-Phenanthrolin hemmt neben der DPP von P. albensis M384 (WALACE et al. 1995) auch
die DPP-Aktivitdt von F. succinogenes, L. multipara und M. elsdenii (WALLACE et al.
1996). Auler Benserazid sollen die von WANG et al. (2004) untersuchten Stoffe keinen
Einfluss auf das bakterielle Wachstum und die Bakterienaufnahme durch Protozoen haben.
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Tab. 2.8: Dipeptidaseinhibitoren bei P. albensis M384 (hach WALLACE u. McKAIN
1996; innerhalb einzelner Gruppen absteigend nach Effektivitat geordnet)

Dipeptidaseinhibitoren Vermutete Wirkmechanismen

Metallionen:

Hg** > Cr** > Cu** > pPb?* « Verdrangung des Metallionen-Co-Faktors
> Cd** > Sn** > Fe?* > Ti** « Interaktion mit Sulfhydrylgruppen
Chelatoren:

TPEN >EDTA > TMP e Reaktion mit Metallionen-Co-Faktor

> 1,10-Phenanthrolin > EGTA

EDTA = Ethylendiamintetraazetat

EGTA = Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N'-tetraessigséaure
TMP = 3,4,7,8-Tetramethyl-1,10-phenanthrolin

TPEN = N,N,N’ N’-Tetrakis-(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin

Die Dipeptidasehemmung durch 1,10-Phenanthrolin ist durch Manganionen aufhebbar
(WALLACE u. McKAIN 1996). ZHANG et al. (2007) bestatigten die Wirksamkeit eines
Dipeptidaseinhibitors (in der Literatur nicht naher bezeichnet) bei der Reduktion der
Ammoniakfreisetzung und Erhéhung der Peptidkonzentration im Pansensaft in-vivo.

2.1.2.7 Einfluss der Peptidkonzentration auf das Wachstum von Pansenbakterien

Peptide steigern in-vitro das Wachstum zellulolytischer (CRUZ SOTO et al. 1994;
ATASOGLU et al. 2001) und nicht-zellulolytischer (CRUZ SOTO et al. 1994%; ATASOGLU
et al. 1998) Pansenbakterienpopulationen sowie das von Gesamtpopulationen ruminaler
Mikroorganismen (WALLACE 1997; ATASOGLU et al. 1998). Flussigkeitsassoziierte
Bakterien (FAB) verstarken ihr Wachstum sowohl bei Peptid- als auch Proteinzulagen
(CARRO u. MILLER 1999). Besonders stark wird das Wachstum von Sc. bovis, Butyrivibrio
und Prevotella durch Peptide aber auch AS gefdrdert, wenn gleichzeitig Ammoniak verfuigbar
ist (NILI u. BOOKER 1995). Eine weitere VVoraussetzung fiir die peptidbedingte Wachstums-
forderung ist auBerdem eine ausreichende Energieverftigbarkeit (WALLACE 1996, 1997).

P. bryantii Bi4 (CRUZ SOTO et al. 1994; ATASOGLU et al. 1998), M. elsdenii und
S. ruminantium bevorzugen Peptide gegeniiber AS und zeigen auf einem Medium mit
Peptiden effizienteres Wachstum (CRUZ SOTO et al. 1994). Zellulolyten kénnen Peptide und
AS nach CRUZ SOTO et al. (1994) gleich gut nutzen. Mittlerweile wurde aber nachgewiesen,
dass zellulolytische Bakterien’ bei Peptid-N-Zulagen weniger Peptid-N in mikrobielles N
einbauen als AS-N bei AS-Zulagen (ATASOGLU et al. 2001).

In-vivo soll eine Peptidkonzentration von 1,8 mmol/L die Syntheseeffizienz mikrobieller N-
Verbindungen (g bakterielles N/kg fermentierter Ursubstanz) maximieren (FU et al. 2001).

im Versuch Rc. albus, Rc. flavefaciens und F. succinogenes

& im Versuch M. elsdenii, P. bryantii B;4 und S. ruminantium
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2.1.3 Ruminaler Aminosaurenmetabolismus
2.13.1 Aminosaurenkonzentration im Pansensaft

Die ruminale Konzentration freier AS ist niedriger als die Peptidkonzentration und erreicht
eine Stunde nach der Fitterung Werte von 1,2 bis 15 mg AS-N/L (WILLIAMS u.
COCKBURN 1991), entsprechend 120 bis 882° bzw. 705 bis 1194 umol AS/L (VELLE et al.
1997'%). Die groRten Anstiege zeigen Alanin (WRIGHT u. HUNGATE 1967 a; VELLE et al.
1997) und Prolin (VELLE et al. 1997). FARMER et al. (2004) beobachteten die hdchste
Konzentration erst zwei Stunden nach der Fitterung eines sojabohnenmehlbasierten Protein-
supplements (420 g Rp/kg TS; Heu ad libitum) , wéhrend bei Grassilage- bzw. Heufltterung
schon nach 45 Minuten bis einer Stunde Maximalkonzentrationen erreicht werden (VOLDEN
et al. 2002). Nach drei (VOLDEN et al. 2002) bzw. zwei Stunden gleichen sich diese wieder
dem Ausgangswert an. Lediglich bei Alanin wird der Ausgangswert spéter erreicht. Nuch-
terne Tiere zeigen Gesamtkonzentrationen freier AS um 200° (VELLE et al. 1997) bzw.
130 pmol AS/L™ (24 Stunden nach der Fiitterung; BRITO et al. 2006).

2.1.3.2 Aminosaurenaufnahme durch Pansenbakterien

Aminoséuren werden meistens schneller (ARMSTEAD u. LING 1993; LING wu.
ARMSTEAD 1995) und von anderen Bakterien aufgenommen als Peptide. So bevorzugt
S. ruminantium im Gegensatz zu P. bryantii B4 die Aufnahme von AS gegenlber der von
Peptiden (s. Kap. 2.1.2.2). Mit zunehmender Expositionsdauer verringern sich aber sowohl
bei S. ruminantium als auch Sc. bovis die AS-Aufnahmeraten und zeigen die Entstehung eines
Gleichgewichts zwischen Aufnahme, Metabolisierung und Exkretion an. Demgegentber wei-
sen F. succinogenes, Anaerovibrio lipolytica und P. bryantii B;4 zwar konstante, aber
geringere Aufnahmeraten auf (LING u. ARMSTEAD 1995).

21321 Aminosaurenaufnahme durch Diffusion

Sc. bovis besitzt neben einem aktiven Glutamintransportsystem die Mdoglichkeit, Glutamin bei
hohen Milieukonzentrationen durch passive Diffusion zu inkorporieren (CHEN u. RUSSELL
1989 c). Auch die zu den HAP-Bakterien (hyperammoniumproduzierende Bakterien) zéhlen-
den ruminalen Spezies C. sticklandii und C. aminophilum (s. Kap. 2.1.8.1.11.3 und
2.1.8.1.11.4) koénnen sowohl Glutamin als auch Glutamat (C. aminophilum; CHEN u.
RUSSELL 1990) sowie Arginin (C. sticklandii; sogenanntes low-affinity system; VAN
KESSEL u. RUSSELL 1992) durch Diffusion aufnehmen.

2.1.3.2.2 Natriumabhéngige Aminosaurentransportsysteme

Viele bakterielle AS-Transportsysteme sind natriumabhangig. Der S. ruminantium-Stamm
H18 besitzt natriumabhdngige Aspartat-, Glutamin/Asparagin-, Lysin-, Phenylalanin/Tyr-
osin-, Valin/Leucin/Isoleucin- und Serintransportsysteme (STROBEL u. RUSSELL 1991).
C. aminophilum verfugt, wie in Abbildung 2.7 dargestellt, iber separate Transportsysteme flr

° unter der Annahme, dass jede einzelne AS nur ein N-Atom enthalt

0 Cys und Phe (VELLE et al. 1997) bzw. Asn, Gln und Trp (BRITO et al. 2006) nicht inbegriffen
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Glutamin und Glutamat, die von einem Natriumgradienten, nicht aber durch ein Membran-
potenzial angetrieben werden kdnnen. Auch Histidin und Serin nimmt es mit Hilfe von
natriumabhéngigen Transportsystemen auf (CHEN u. RUSSELL 1990). Peptostreptococcus
anaerobius besitzt neben einem hochaffinen natriumabhéngigen Glutaminaufnahmesystem
ein niederaffines System, dessen Transportrate von der extrazelluldren Glutaminkonzentration
bestimmt wird (BECK u. RUSSELL 1994). AulRerdem transportiert es Leucin im Antiport mit
Natrium. Bei diesem Transportmechanismus handelt es sich vermutlich um einen gemein-
samen Aufnahmemechanismus der verzweigtkettigen AS Leucin, Valin und Isoleucin, der
durch einen chemischen Natriumgradienten oder ein Membranpotenzial in Anwesenheit von
Natriumionen angetrieben wird (CHEN u. RUSSELL 1989 b). Im Gegensatz dazu nimmt
Sc. bovis Glutamin mit Hilfe phosphatgebundener Energie auf (CHEN u. RUSSELL 1989 c)
und auch der Leucintransport ist nicht natriumabhéngig (RUSSELL et al. 1988 b). Der Serin-
transport kann bei Sc. bovis JB1 sowohl durch ein Natriumkonzentrationsgefélle als auch ein
Membranpotenzial bewirkt werden. Zu Threonin- und Alaninaufnahme wird gleichfalls
Natrium benétigt (RUSSELL et al. 1988 b).

Ser
Na*
Gln
Na*
Glu

+
Na Na+

His

Abb. 2.7: Vermutliche AS-Aufnahmemechanismen von C. aminophilum (vereinfacht nach
CHEN u. RUSSELL 1990)

Bei C. sticklandii wird Arginin in niedrigen Konzentrationen mit Hilfe eines speziellen
natriumabhéngigen Carriers aufgenommen. Nach intrazelluldrer Umsetzung zu Ornithin
entsteht ein Ornithingradient, der tUber Schaffung eines Natriumgradienten wiederum die
Argininaufnahme antreibt (sogenanntes high-affinity system; s. Abb. 2.8). Da auch Lysin mit
niedriger Affinitéat transportiert wird, kann Selbiges den Arginintransport schwach hemmen.
Mit sinkendem pH-Wert nimmt die Transportleistung des Carriers ab. (VAN KESSEL u.
RUSSELL 1992).
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. i . NH;3
Arginin Arginin

+ +
Na®W ——=——» Nga CADP +P;
v
Na" < Na" ATP
Ornithin Ornithin

ATP

ADP + P;

Arginin Arginin

Abb. 2.8: Arginintransport durch C. sticklandii (VAN KESSEL u. RUSSELL 1992)

2.1.3.3 Aminoséurensynthese durch ruminale Mikroorganismen

Das Schrifttum bei HOLTERSHINKEN (1990) beschaftigt sich ausfiihrlich mit der Synthese
einzelner AS im Pansen. Abbildung 2.9 gibt einen Uberblick tiber bekannte Synthesewege bei
bestimmten Spezies und Pansenmikroorganismengruppen. Die zur Erstellung genutzten
Studien sind Uberwiegend é&lteren Datums, neuere Studien gibt es kaum. Die Codierung der
Stoffwechselwege kann folgender Auflistung entnommen werden:

——  Gemischte bovine (ALLISON u. BRYANT 1963; WRIGHT u. HUNGATE 1967 b)
Pansenbakterien und bovine (SAUER et al. 1975), ovine (ALLISON 1965) bzw.
caprine (AMIN u. ONODERA 1997 b; MOHAMMED et al. 1999 a, b; WADUD et al.
2001 b) Pansenmikroorganismen

——- M. elsdenii (SOMMERVILLE u. PEEL 1967; SOMMERVILLE 1968; ALLISON u.
PEEL 1971)

----- P. ruminicola (ALLISON et al. 1966, 1984; ALLISON u. PEEL 1971); Valinsynthese
bei P.ruminicola 23 und P. brevis GA 33 (ALLISON u. PEEL 1971)

—-—- M. elsdenii, Methanobacterium ruminantium, P. ruminicola ssp. brevis und
P. ruminicola ssp. ruminicola (ROBINSON u. ALLISON 1969)

------- Rc. flavefaciens (ALLISON et al. 1962), M. elsdenii, nicht bei B. fibrisolvens,
Eu. ruminantium, S. ruminantium und L. multipara (ALLISON et al. 1966)

—— S. ruminantium Stamm D (SMITH et al. 1980)

——~-Succinivibrio fibrisolvens (PATTERSON u. HESPELL 1985)

..... Sc. bovis (BASSO et al. 1993)

------- F. succinogenes, Rc. flavefaciens (ALLISON 1965)

----------------- Rc. flavefaciens (ALLISON et al. 1962; ALLISON u. BRYANT 1963)
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2.1.3.4 Aminosaurenabbau durch ruminale Mikroorganismen

Tabelle 2.9 fasst AS-Abbauprodukte im Pansen zusammen. Endprodukte im AS-Katabolis-
mus der HAP-Bakterien kdnnen Tabelle 2.19 entnommen werden.

Tab. 2.9: AS-Abbauprodukte ruminaler Mikroorganismen. Fettdruck kennzeichnet die je-
weiligen Hauptabbauprodukte.

Abbauprodukte
AS Mikroorganismus g . = 8 B g S Ref
-5 P EEEE3SE £ |
283 E8E3S22S B
Asp PB, bovin X X X X X X Butyrat: Gber Succinat 1
PB, ovin X 2
Glu PM, ovin X X 3
PB, bovin X X X X X X 1
M. elsdenii X Uber Succinat 4
Ser PB, bovin X X X X X X 1
M. elsdenii X X X X X X a-Oxobutyrat, Pyruvat 5
His Allisonella Histamin 6
histaminiformans
PM, caprin Histamin, Imidazol- 7
laktat und —azetat,
4-lmidazolacrylat
Thr M. elsdenii X X X X X X X X a-Oxobutyrat, Pyruvat 5
Arg PB, bovin X X X X X X 1
PB, bovin Ornithin, weiter zu o- 8
Aminobutyrat und
Putrescin
Val PM, bovin X X X X Uber Ketoisovalerat 9
Leu PM, ovin X x) ™ X 3
Prevotella ssp. X 10
Trp PB, bovin Indol, Skatol 8
PB, PP, caprin p-Cresol, Indol, Skatol 11
Phe PB, PP, caprin Benzoeséure, 12
Phenylpropionat,
- laktat (PB) und
-azetat, ggf. Tyrosin
Cys M. elsdenii X X X X X X X 5
Lys PB, bovin a-Aminovalerat, 8

Cadaverin
S. ruminantium Cadaverin, Putrescin 13
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Tab. 2.9: Fortsetzung

Abbauprodukte
. . = BB S
AS  Mikroorganismus =~ 8 B5S§ S = Ref.
o .L8823aS 3 5
Z 0TI <am>.L =L oO0 n
P. ruminicola 23 X X X 2- und 3-Methyl- 14
butyrat, Phenylazetat
o M. elsdenii X X X X 2-und 3- 14
§ Methylbutyrat
S Sc. bovis, Keine verzweigt- 14
2 S. ruminantium, kettigen FIFS
= Rb. amylophilus,
B. fibrisolvens
Eu. pyruvativorans X X 15
PB, ovin Putrescin, Cadaverin, 8
. B keine anderen
s 2 biogenen Amine
§ 5 PB, ovin X X (Un)-verzweigte C,- 16
2 bis Cs-Fettsauren, kein
H,

FIFS fliichtige Fettséduren; PB Pansenbakterien; PM Pansenmikroorganismen;

PP Pansenprotozoen; Ref. Referenz

Referenzen: 1 = SIROTNAK et al. 1953; 2 = LEWIS 1955; 3 = OTAGAKI et al. 1955;
4 = SOMMERVILLE u. PEEL 1967; 5 = LEWIS u. ELSDEN 1955;

6 = GARNER et al. 2002, 2004; 7 = WADUD et al. 2001 a, b;

8 = LEWIS u. EMERY 1962; 9 = DEHORITY et al. 1958; 10 = BLADEN et al. 1961 b;
11 = MOHAMMED et al. 1999 a, b; 12 = AMIN u. ONODERA 1997 g;

13 = TAKATSUKA et al. 1999; 14 = ALLISON 1978; 15 = WALLACE et al. 2003;

16 = EL-SHAZLY 1952

Die Abbauraten freien Serins, Asparagins, Glutamats und Glutamins sind deutlich héher als
die von Prolin, Glycin, Methionin und Histidin (VELLE et al. 1997). Genaue Informationen
kdénnen Abbildung 2.10 entnommen werden. COTTLE und VELLE (1988) bestétigen, dass
Methionin, aber auch Threonin langsamer als Lysin abgebaut werden.

Neben Methionin (COTTLE u. VELLE 1988; VELLE et al. 1997), das vermutlich durch
Schwefelfreisetzung und der daraus resultierenden Desaminaseaktivitditshemmung seinen
eigenen Abbau effektiv hemmt (VELLE et al. 1997), scheint auch Phenylalanin zu den durch
Pansenbakterien eher schwer abbaubaren AS zu gehdren. Selbiges reichert sich neben Leucin
und Tyrosin in Pansenbakterien an, sobald AS oder Peptide supplementiert werden
(ARMSTEAD u. LING 1993). Bei Lysin, Methionin und Threonin (VOLDEN et al. 1998)
bzw. allen kanonischen AS™ (Phe und Cys nicht erfasst; VELLE et al. 1997) sinkt der Abbau

11 Asp, Asn, Glu, GIn, Ser, His, Gly, Thr, Ala, Arg, Tyr, Val, Met, Trp, Phe, lle, Leu, Lys, Pro, Cys
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mit steigenden intraruminalen Dosen (VELLE et al. 1997; VOLDEN et al. 1998). Zu
beachten ist, dass Austauschprozesse Uber die Pansenwand, die Hydrolyse mikrobiellen
Proteins und die AS-Neusynthese in den entsprechenden Studien nicht berticksichtigt wurden
(VELLE et al. 1997).
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Abb. 2.10: Scheinbarer AS-Abbau in der ersten Stunde nach intraruminaler Infusion von
jeweils 75 (A), 150 (B), 300 (C) bzw. 600 (D) mmol einzelner freier AS
(aus VELLE et al. 1997)

Ser G Asp T Pro Gy
Asn G Thr  Leu lhe

2.1.35 Auswirkungen der An- und Abwesenheit freier Aminosauren auf das Wachs-
tum von Pansenbakterien

Die Zulage von AS kann das Wachstum von Pansenmikroorganismen steigern (FUJIMAKI et
al. 1992; ATASOGLU et al. 1998, 1999, 2001; CARRO u. MILLER 1999; KAJIKAWA et al.
2002). Positiv beeinflusst werden in-vitro sowohl gemischte (ATASOGLU et al. 1999), nicht-
zellulolytische (ATASOGLU et al. 1998) als auch zellulolytische (ATASOGLU et al. 2001)
Pansenbakterienpopulationen. Voraussetzung fir einen stimulatorischen Effekt bei zelluloly-
tischen Bakterien ist aber die Energieverfligbarkeit (s. auch Kap. 2.1.9; CRUZ SOTO et al.
1994).

Ein bestimmter Butyrivibrio-Stamm (E14) und P. brevis GA 33 zeigen erst dann Wachstum,
wenn neben Ammoniak auch freie oder peptidgebundene AS anwesend sind (NILI u.
BROOKER 1995). Abgesehen von Ammoniak sind so lediglich Glutamin und Glutaminséure
als einzelne zugelegte freie AS in der Lage, die Wachstumsrate und die Effizienz* einer
gemischten Pansenbakterienpopulation um mehr als 10 % zu erhéhen. Umgekehrt nimmt bei
Fehlen von Leucin, Tryptophan, Tyrosin und Glutamat der stimulatorische Effekt eines

12 Effizienz: g Bakterien/g Zucker
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Gemisches® aus AS starker, bei Fehlen von Valin, Methionin und Phenylalanin weniger deut-
lich ab. Leucin, Tyrosin, Tryptophan und Glutamat werden folglich als essentiell fir die
Verbesserung des Wachstums eingestuft, Methionin, Phenylalanin und Valin gelten nach
KAJIKAWA et al. (2002) als subessentiell. Fir das Wachstum von F. succinogenes hingegen
ist vermutlich auf Grund eingeschrankter Befahigung zur Synthese Phenylalanin unabdingbar
(ATASOGLU et al. 2001), wahrend Psc. anaerobius (s. Kap. 2.1.8.1.11.2) neben Phenylala-
nin auch Leucin und Tyrosin fur sein Wachstum benétigt (CHEN u. RUSSELL 1988). Auch
Methionin ist vermutlich wachstumslimitierend, da bei seinem Fehlen die mikrobielle Protein-
synthese abnimmt, wenngleich nicht so stark wie beim Fehlen verzweigtkettiger AS. Die
Wachstumsdepressionen in gemischten caprinen ruminalen Mikroorganismenpopulation bei
Entfernung von Lysin oder Histidin sind weitaus geringer (-12,6 bzw. -4,32 %; WANG et al.
2008).

Dass auch nach Gabe der essentiellen und subessentiellen AS nach KAJIKAWA et al. (2002)
im Vergleich mit dem AS-Gemisch®® nur 21 % der Wachstumsrate bzw. 25 % der méglichen
Effizienz erreicht werden, unterstreicht die Bedeutung der ubrigen proteinogenen AS.
Besonders durch zusatzliche Serin-, Glycin- und Cysteingaben kénnen Wachstumsrate und
Effizienz deutlich erhdht werden (KAJIKAWA et al. 2002).

2.1.3.6 Hemmung des Wachstums von Pansenbakterien durch freie Aminoséuren

Bereits in der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde beobachtet, dass Threonin, Isoleucin und
Leucin sowie Phenylalanin, wenn es in Gegenwart von Tyrosin zugelegt wurde, das
Wachstum von Sc. bovis hemmten (WASHBURN u. NIVEN 1948). Eine neue Studie
(KAJIKAWA et al. 2002) bestéatigt die hemmende Wirkung auf Wachstumsrate und -effizienz
in einer gemischten Pansenbakterienpopulation durch geringe (1,0 bzw. 2,5mg N/L)
Threonin-, Phenylalanin- und Isoleucin- und hohere (10 mg N/L) Leucin- und Cysteindosen.
Auch Valin und Lysin sollen in der Lage sein, das mikrobielle Wachstum gemischter Popu-
lationen zu verlangsamen (KAJIKAWA et al. 2002).

Die hemmende Wirkung des verzweigtkettigen Isoleucins und des aromatischen Phenyl-
alanins sind durch andere verzweigtkettige (Valin, Leucin) bzw. aromatische (Tyrosin,
Tryptophan) AS aufhebbar, weswegen angenommen wird, dass bei Zulage bestimmter freier
AS gemeinsame Enzyme im frihen Syntheseweg gehemmt werden (Feedbackhemmung;
KAJIKAWA et al. 2002, 2005). Durch Supplementierung, ggf. auch verzweigtkettiger Fett-
séuren, wird der hemmende Effekt umgangen, obwohl die Feedbackhemmung selbst weiter-
hin besteht. Der negative Effekt von Threonin ist nicht durch eine Feedbackhemmung begriin-
det und lasst sich durch Lysin und Methionin nicht mindern (obwohl diese den gleichen
Syntheseweg nutzen), wohl aber durch Supplementierung mit Glutaminsaure (-96 %), Serin
(-87 %), Valin (-76 %), Alanin (-71%) und Glutamin (-50 %). Denkbar ist, dass AS-
Transportvorgénge in die mikrobiellen Zellen oder andere extrazellulare Prozesse (nicht ge-
nauer bezeichnet) durch Anwesenheit freier AS behindert werden (KAJIKAWA et al. 2005).
In-vivo Ubersteigt der Peptidtransport vermutlich quantitativ den der AS (WALLACE et al.
1997 a), so dass Wachstumshemmungen auch durch intrazellulare AS-Freisetzung bedingt
sein konnten (KAJIKAWA et al. 2005).

Interessanterweise sind die AS, welche die durch Threonin, Phenylalanin und Isoleucin

¥ im Gemisch enthaltene 20 a-AS: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
Ser, Thr, Trp, Tyr, Val
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induzierte Hemmung aufheben kdnnen, weitgehend identisch mit den essentiellen AS fiir das
bakterielle Wachstum (Leu, Tyr, Trp, Glu; KAJIKAWA et al. 2002). Es ist vorstellbar, dass
sie den hemmenden Effekt von Isoleucin, Phenylalanin und Threonin maskieren. Wahrend
Threonin und Isoleucin gemeinsam mit ihren Antagonisten aus einem AS-Gemisch entfernt
werden konnen, ohne dass negative Effekte auf das bakterielle Wachstum auftreten, ist dies
bei Phenylalanin nicht moglich. Die Prasenz aromatischer AS muss daher essentiell fur die
Wachstumsstimulation der Pansenbakterienpopulation sein (s.0.; KAJIKAWA et al. 2005).

2.1.3.7 Einfluss der Peptid- und Aminosaurenkonzentrationen auf die Neusynthese von
Aminosauren und weiteren Stickstoffverbindungen durch Pansenbakterien

Das Ausmald der Neubildung proteinogener N-Verbindungen héangt in einer gemischten
ruminalen Mikroorganismenpopulation von der Qualitéat aller verfigbaren N-Verbindungen
ab (ATASOGLU et al. 1999; WALLACE et al. 1999). Peptide (Kaseinhydrolysat) und AS
(Mischung aus saurem Kaseinhydrolysat, Cystein und Tryptophan) reduzieren die Neusyn-
theserate mikrobieller N-Verbindungen auf 37 bzw. 55 %. Eine Mischung aus Prolin, Glycin,
Valin und Threonin ist weniger effektiv, so dass die Neusyntheserate der mikrobiellen
N-Verbindungen immerhin 86 % betragt (ATASOGLU et al. 1999). Mit steigenden Peptid-
und AS-Angeboten sinkt die Neusynthese aller proteinogenen N-Verbindungen sowohl bei
zellulolytischen (ATASOGLU et al. 2001) als auch nicht zellulolytischen Bakterien ab
(ATASOGLU et al. 1998), wobei die AS-Synthese am starksten betroffen ist (ATASOGLU et
al. 2001). Speziell die Prolinsynthese wird vom Angebot des Mediums gesteuert und es
kommt erst dann zur Neusynthese, wenn kein freies Prolin mehr verfligbar ist (ONODERA et
al. 1997). Neben nicht zellulolytischen Pansenbakterien (P. bryantii B;4, S. ruminantium,
Sc. bovis ES1; ATASOGLU et al. 1998) und gemischten Populationen (ATASOGLU et al.
1999) nehmen sogar Ruminococcus-Spezies, die sonst eher zur Neusynthese derartiger
Verbindungen neigen, Prolin bevorzugt aus der Umgebung auf (ATASOGLU et al. 2001).
Von gemischten Pansenbakterienpopulationen werden auch Glycin, Valin, Leucin und
Threonin, sofern maglich, aus dem Medium aufgenommen, wahrend Glutamat und Alanin,
gefolgt von Aspartat, eher synthetisiert werden. Ob préformierte AS frei oder in Peptiden
gebunden vorliegen, ist nicht ausschlaggebend (ATASOGLU et al. 1999). Auch bei nicht
zellulolytischen Pansenbakterien werden die Glutamat- und Aspartatsynthese weniger stark
beeinflusst (ATASOGLU et al. 1998). Ursache fiir die bleibende Neusynthese soll die
grundlegende Bedeutung dieser AS bei friihen Reaktionen der Ammoniakassimilation sein
(ATASOGU et al. 1999; s. Kap. 2.1.4.3).

In zellulolytischen Populationen hingegen werden durch Peptid- oder AS-Supplementierung
die Aspartat- und Glutamatsynthese zusammen mit der von Alanin, Glycin, Serin, Threonin
und Tyrosin starker gesenkt als die von Valin, Leucin, Isoleucin und Prolin (ATASOGLU et
al. 2001). Womaglich ist hierfiir der spezielle Bedarf an verzweigtkettigen Fettsauren bzw.
AS bei zellulolytischen Bakterien verantwortlich (ALLISON et al. 1962).

In gemischten Populationen sinkt durch Gabe einer Mischung aus Prolin, Glycin, Valin und
Threonin die Synthese aller AS (s.0.) bis auf Lysin, besonders stark aber die von Leucin und
Isoleucin (ATASOGLU et al. 1999).

In welchem Umfang neu synthetisierte AS wiederum in bakterielles Protein eingebaut
werden, héngt moglicherweise vom Syntheseweg ab. Es konnte nachgewiesen werden, dass
aus Indol-3-Pyruvat synthetisiertes Tryptophan (s. Abb. 2.9) zu einem geringeren Teil direkt
in bakterielles Protein eingebaut wird (MOHAMMED et al. 1999 a), als aus Serin und Indol
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synthetisiertes (MOHAMMED et al. 1999 b). Protozoen bauen das von ihnen gebildete
Tryptophan nicht in ihr Protein ein (MOHAMMED et al. 1999 a, b).

2.1.3.8 Ruminaler Lysin- und Methioninmetabolismus
2.1.38.1 Ruminaler Lysinmetabolismus

Der wichtigste Aufnahmeweg flr Lysin durch ruminale Bakterien ist ein vereinfachter
Diffusionsmechanismus. AuBerdem kann es zumindest bei C. sticklandii Giber einen speziellen
Carrier mit niedriger Lysinaffinitdt aufgenommen werden (VAN KESSEL u. RUSSELL
1992).

Lysin wird von Bakterien (EL-WAZIRY u. ONODERA 1996; ONODERA et al. 1997) und
Protozoen (ONODERA u. KANDATSU 1974; ONODERA et al. 1974, 1997; ONODERA
1990; EL-WAZIRY u. ONODERA 1996) aus Diaminopimelat (DAP) synthetisiert. Protozoen
nutzen vor allem DAP, das im Peptidoglycan der bakteriellen Zellwande gebunden ist
(ONODERA et al. 1974). Zur Lysinsynthese wird das DAP-Stereoisomer meso-DAP
bendtigt™® (ASADA et al. 1981), das sowohl von ruminalen Bakterien als auch Ciliaten aus
LL- und DD-DAP gebildet werden kann. Obwohl die Epimerisierung aller drei DAP-
Stereoisomere in gemischten Pansenbakterienpopulationen mdoglich ist (EL-WAZIRY u.
ONODERA 1996), wird DD-DAP in geringerem Umfang genutzt. Pansenbakterien aus dem
Pansen von Ziegen und Schafen enthalten sogar nur meso- und LL-DAP, Anaerovibrio
lipolytica 5S, P. bryantii B14 und Sc. bovis JB1 nur meso-DAP (ONODERA et al. 1997).

Die Lysinproduktion von Bakterien, Protozoen und ihrem Gemisch wird durch Vitamin Bg
und Salinomycin, vor allem aber durch die kombinierte Gabe beider Substanzen erhoht
(ONODERA et al. 1997). Alanin, Serin und Cystein hemmen die Lysinsynthese der Proto-
zoen aus DAP stark, Glycin hingegen nur schwach (ONODERA 1990).

In S. ruminantium werden sowohl L-Lysin, L-Ornithin als auch L-2,4-Diaminobutyl-
séuredihydrochlorid von einer 88 kDa schweren Lysindecarboxylase abgebaut. Sie besteht aus
zwei identischen Monomeren zu je 42 (TAKATSUKA et al. 1999) bzw. 43 kDa
(TAKATSUKA et al. 2000) und baut weder D-Lysin noch DL-1,6-Diaminopimelinsdure,
L-Arginin, L-Glutamin und L-Histidin ab (TAKATSUKA et al. 1999). Beim Eintritt in die
stationdre Phase wird das Enzym von ATP-abhangigen Proteasen zerstort (YAMAGUCHI et
al. 2002). Wéhrend TAKATSUKA et al. (1999) vermuten, dass Cadaverin als Antienzym der
Lysindecarboxylase wirkt, konnte nachgewiesen werden, dass ihr Abbau durch ein 22 kDa
schweres, vermutlich durch Putrescin und Spermidin induziertes Protein katalysiert wird
(YAMGUCHI et al. 2002).

Auf Grund hoher Lysinanteile im Protozoen- gegenuber dem Bakterienprotein (s. Kap.
2.1.3.11), wird vermutet, dass das Lysinangebot das Protozoenwachstum limitiert WANG et
al. (2008).

2.1.3.8.2 Ruminaler Methioninmetabolismus

Methioningaben kodnnen den mikrobiellen Abbau von Methionin selbst, aber auch von
Cystein, Tyrosin und Isoleucin reduzieren (BACH u. STERN 1999) bzw. die ruminalen Kon-
zentrationen von Isoleucin, Glutamin, Glutamat, Glycin, Tyrosin, Valin, Aspartat, Asparagin,

" im Versuch Bacillus sphaericus
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Arginin, Histidin, Prolin und Leucin in aufsteigender Reihenfolge durch Abbauminderung
steigern. Ursachlich sollen die Inhibition von Desaminasen infolge Schwefelfreisetzung und
eine generelle Depression des ruminalen Metabolismus durch Methionin sein (VELLE et al.
1997). Letzteres erklart moglicherweise, dass héhere Methioninzulagen die Effizienz der
mikrobiellen Proteinsynthese nicht verbessern kénnen (BACH u. STERN 1999).

Die gesunkene Isovaleratkonzentration in der Studie CHUNG et al. (2006) unter Methionin-
supplementierung scheint die Desaminaseinhibition zu bestatigen, dagegen sprechen aber
gleichzeitig gestiegene Ammoniakkonzentrationen.

Die langsam, aber leicht zur Verfugung stehende Methioninquelle 2-Hydroxy-4-methylthio-
butylsdure (HMB) soll im Pansen helfen, Oxalazetat flir die Synthese anderer AS oder fur die
Energiegewinnung einzusparen (NOFTSGER et al. 2003). Trotzdem wirken sich neben
Methionin HMB und dessen Isopropylester iHMB nicht auf N-Flisse'® zum Blattermagen,
bakterielle N-Gehalte, ruminale AS-Konzentrationen (NOFTSGER et al. 2005) und Proto-
zoenzahlen (NOFTSGER et al. 2005; KARNATI et al. 2007) aus. AuRerdem wird bei HMB-
Supplementierung weniger N in Form von Ammoniak zur Synthese mikrobieller N-Verbin-
dungen genutzt. Die Konzentrationen verzweigtkettiger Fettsduren steigen madglicherweise
infolge des substratsparenden Effekts von HMB an, obwohl die PopulationsgroRe der
i-Séuren nutzenden Bakterien F. succinogenes, Rc. flavefaciens und Rc. albus sich nicht
verandert (NOFTSGER et al. 2003). VAZQUEZ-ANON et al. (2001) dokumentieren gegen-
uber Ansatzen ohne Methioninzulage bei HBM aber zumindest in-vitro gesunkene Ammo-
niakkonzentrationen und in moderaten Dosen auch eine hohere mikrobielle Proteinsynthese-
effizienz.

Da die Beeinflussung des ruminalen Proteinstoffwechsels eher gering zu sein scheint
(NOFTSGER et al. 2005; KARNATI et al. 2007) und teilweise sogar negative Effekte er-
kennbar sind (weniger Ammoniak wird genutzt; NOFTSGER et al. 2003), ist der positive
Effekt von HMB auf die Milchleistung mdglicherweise durch dessen gegenuber Methionin
héheres Vermdgen, unverandert aus dem Pansen entweichen zu kdnnen, bedingt. Tabelle 2.10
zeigt, in welchen Anteilen HMB und Methionin aus dem Pansen bzw. entsprechenden in-
vitro-Versuchssystemen entweichen kdnnen.

Tab. 2.10: HMB- und Methioninsupplemente und ihr Entweichen aus dem Pansen bzw.
dem Versuchssystem

Met-Supplement Bedingung Passageanteil [%]  Autor, Jahr

HMB In-vivo, Rind 50" KOENIG et al. 1999

HMB In-vitro. Rind 22 bis 43° VAZQUEZ-ANON et al. 2001
HMB In-vivo. Rind 39,5 KOENIG et al. 2002

HMB In-vivo, Rind 5,3° NOFTSGER et al. 2005
Methionin In-vivo, Rind 22.1% VOLDEN et al. 1998
Methionin In-vitro, Rind 10 bis 23.9° BACH u. STERN 1999

von gesamter Dosis

2von gesamter Dosis bei unterschiedlichen Fliissigkeitsverdiinnungsraten (0,15 bzw.
0,125/Stunde) und Partikelretentionszeiten (16,7 bzw. 25 Stunden)

® Passagerate kleiner Partikel 0,071/Stunde, Fliissigkeitspassagerate 0,167/Stunde

* Mittelwert bei verschiedenen Dosierungen und Fiitterungsniveaus nach acht Stunden

> Rechenwert, Partikelpassagerate 0,055/Stunde, Fliissigkeitspassagerate 0,10/Stunde

5 Gesamt-N, Ammoniak-N, andere N-Verbindungen als Ammoniak, nicht-bakterieller N, bakterieller N
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2.1.3.9 Wirkungen nicht-proteinogener Aminosauren im Pansen: Diaminobutylsdure
und 2-Amino-4-N-Azetylaminobutylsdure

Heu aus Lathyrus sylvestris (Wilde Platterbse) enthélt 2,4-Diaminobutylsdure (DABA),
welche die hepatische Harnstoffsynthese hemmt. Schafe, die mit diesem Heu gefuttert
werden, zeigen ohne vorherige Adaptation neurologische Symptome. Werden die Tiere
hingegen an das Heu gewohnt, adaptiert sich die ruminale Mikroflora und die Toxizitat von
DABA nimmt ab (RASMUSSEN et al. 1993).

Die Samen (EVANS et al. 1985) und Blatter (REED et al. 2001) von Acacia angustissima
(Prarie- oder Weillballakazie) enthalten neben DABA vor allem 2-Amino-4-N-Azetylamino-
butylsédure (N-DABA). Ihr Verzehr ruft bei nicht adaptierten Schafen neben neurologischen
Symptomen Todesfalle hervor. Pathologisch-anatomische Untersuchungen zeigen, dass auch
das Herz-Kreislaufsystem betroffen ist. Auf ruminaler Ebene nimmt die Protozoenzahl mit
Acacia angustissima-Zulage ab und entsprechende Extrakte hemmen in-vitro das Wachstum
zellulolytischer Bakterien (Rc. albus, Rc. flavefaciens) sowie das von Prevotella sp. (Stamm
D31D) und Sc. bovis, wahrend S. ruminantium nicht beeinflusst wird (ODENYO et al. 1997).
Toxische Effekte auf Zellulolyten wurden auch durch Oxalyldiaminopropionsdure, einer
ebenfalls nicht proteinogenen AS, beobachtet (PENG et al. 2005).

Die erwahnte Adaptation der Mikroflora (RASMUSSEN et al. 1993; ODENYO et al. 1997)
setzt wiederum voraus, dass Mikroorganismen, die zur DABA- bzw. N-DABA-Metabolisie-
rung befahigt sind, im Pansen existieren und sich vermehren kénnen. Mittlerweile konnten
sowohl aus dem Pansen eines adaptierten Schafs in Athiopien (ROBERTSON MCcKIE et al.
2004) als auch eines australischen Merinoschafs (McSWEENEY et al. 2005) Bakterien iso-
liert werden, die zum DABA-Abbau beféhigt sind. N-DABA wiederum wird von einzelnen
toleranten Isolaten (v.a. bei afrikanischen Wildwiederkduern; ROBERTSON McKIE et al.
2004) bzw. von Reinkulturen N-DABA-abbauender Spezies (McSWEENEY et al. 2005)
nicht abgebaut, wohl aber von Mischkulturen dieser Spezies. DABA als mégliches Zwischen-
produkt akkumuliert in-vitro wéhrend des N-DABA-Abbaus nicht, wenn Kohlenhydrate
anwesend sind (McSWEENEY et al. 2005).

PENG et al. (2007) konnten aus dem Pansen von Schafen ein stdbchenférmiges Bakterium
isolieren, das DABA aus Acacia angustissima sogar als N-Quelle nutzen kann, wenn gleich-
zeitig Glukose als Energiequelle verfiigbar ist. Die DABA-Abbaurate ist sehr variabel (3,2 bis
83,5 %) und von Inkubationsdauer, DABA-Konzentration und Glukoseverfligbarkeit abhan-
gig.

Eine Adaptation der Mikroflora zu Gunsten des Wirtstieres scheint somit mdglich und wird
durch den Umstand gestiitzt, dass Panseninhalt von bereits adaptierten Schafen native Schafe
vor Intoxikation schiitzt (RASMUSSEN et al. 1993; ODENYO et al. 1997).

2.1.3.10 Aminosaurenprofil des pansenbestandigen Proteins

Das im Pansen synthetisierte mikrobielle Protein ist von hohem biologischem Wert (NOLAN
1993; WALLACE 1994) fur das Tier, da es unter anderem mehr Methionin und Lysin als
viele Futterproteine enthalt (WALLACE 1994). Trotzdem sind die Anstrengungen, die Pro-
teinversorgung des Tieres Uber grofiere pansenbestédndige Proteinanteile (RUP-Anteile) zu
verbessern, weitaus groRer als die, die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese zu erhéhen
(BEEVER 1993). Mittels RUP sollen nach ERASMUS (1991) mdglicherweise auch AS be-
reitgestellt werden kdnnen, die das mikrobielle Protein nicht in ausreichender Menge enthélt.
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Unter anderem in Grassilagen unterscheiden sich die Abbauraten der einzelnen AS und somit
das origindre AS-Profil des Futterproteins von dem des RUP (VON KEYSERLINGK et al.
1998). Tabelle 2.11 zeigt die ruminalen Abbaubarkeiten einzelner AS in Gras- und Mais-
silagen sowie gemischten Rationen und Gras selbst. Die Ergebnisse einzelner Studien sind
heterogen und teilweise gegensatzlich. Wahrend beispielsweise Methionin in den Studien von
VARVIKKO (1986) und BACH und STERN (1999) zu den am besten abbaubaren AS zéhlt,
stellten VON KEYSERLINGK et al. (1998) und TAGHIZADEH et al. (2005) speziell fur
Methionin nur geringe bzw. mittlere Abbauraten fest. Dies steht mit der Beobachtung in
Einklang, dass auch in weiteren Futtermitteln (s. Tab. 2.12) die Methioninkonzentration im
RUP von der Natur des Futtermittels abhéngig war (ERASMUS et al. 1994 a).

Tab.2.11:  Abbau einzelner AS in unterschiedlichen Futtermitteln [%] nach zwolf-
stindiger ruminaler bzw. in-vitro-Inkubation (Ausnahme BACH u. STERN
1999, hier ist der Probenentnahmezeitpunkt unbekannt)

Autor, Jahr VARVIKKO VON KEYSERLINGK TAGHIZADEH BACH u. STERN

1986 etal. 1998 et al. 2005 1999
Technik in-vivo in-vivo in-vivo in-vitro
Futtermittel Gras Grassilage Maissilage Gemischte Ration"
Asp? 77,1 55,8 38 42,4
Gl 75,9 54,7 33 48,9
Ser 77,3 48,6 25 44,6
His 90,0 47,1 29 50,2
Gly 80,3 53,4 28 41,3
Thr 75,9 54,1 24 37,9
Ala 84,3 60,1 39 41,2
Arg 86,4 46,1 6 514
Tyr 77,7 54,1 40 21,2
Met 78,2 34,8 25 83,4
Val 73,1 61,1 27 41,5
Phe 79,1 52,8 12 43,2
lle 74,4 59,9 8,5 37,9
Leu 76,0 57,4 23 46,2
Lys 80,6 56,5 13 53,4
Pro 55,8
Cys 34,2

! Mittelwerte von vier gemischten Rationen bestehend aus Maissilage, Luzerneheu und Kon-
zentratkomponenten (die Einzelwerte bei allen vier Rationen unterscheiden sich nur verein-
zelt mit p <0,05)

2in der Studie VON KEYSERLINGK et al. (1998) jeweils auch Asn bzw. GIn enthalten
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Da die Gehalte der verzweigtkettigen AS Valin, Isoleucin und Leucin bei in-situ-Inkubation
von Grassilage besonders in den ersten zwoIf Stunden abnehmen, wird davon ausgegangen,
dass der losliche Proteinanteil in Grassilagen hohe Gehalte dieser AS aufweist (VON
KEYSERLINGK et al. 1998).

Zahlreiche Versuche mit weiteren Futtermitteln (VARVIKKO 1986; ERASMUS et al.
1994 a; COZZI et al. 1995; O'MARA et al. 1997; HARSTAD u. PRESTLOKKEN 2001;
TAGHIZADEH et al. 2005) zeigen ebenfalls heterogene AS-Abbauraten, wahrend MAIGA et
al. (1996) sowie PIEPENBRINK und SCHINGOETHE (1998) keine Unterschiede zwischen
originaren AS-Profilen und denen des RUP unterschiedlicher Futtermittel nachweisen konn-
ten. Tabelle 2.12 zeigt eine Ubersicht der eingesetzten Futtermittel in den erwahnten Studien.

Tab. 2.12: Ubersicht tiber Futtermittel zur Bestimmung des RUP-Aminosaurenprofils

Autor, Jahr Futtermittel

VARVIKKO 1986 Gerste, Gerstenstroh, Rapssaat, Deutsches Weidelgras
(Lolium perenne)

ERASMUS et al. 1994 a Luzerneheu, Bogen-Liebesgras-Heu, Mais und Hirse sowie Fisch-,
Tier-, Blut-, Maiskleber-, Sonnenblumen-, Erdnuss-, Baumwoll-
und Sojabohnenmehl

COZZ] et al. 1995 Maisgluten-, Sojabohnen-, Herings- und Fleischmehl

MAIGA et al. 1996 Blut- und Fleisch-, Maiskleber- und Sojabohnenmehl

O‘MARA etal. 1997  Deutsches Weidelgras (Lolium perenne), Fisch-, Sojabohnen-,
Rapssaat- und Baumwollsaatmehl sowie Maiskleber

PIEPENBRINK u. Blut-, Maisgluten-, Canola- und Fischmehl

SCHINGOETHE 1998

VOLDEN etal. 1998  TMR aus Grassilage und Konzentrat

VON KEYSERLINGK Grassilage

et al. 1998

BACH u. STERN 1999 Gemischte Ration: Maissilage, Luzerneheu und
Konzentratkomponenten

HARSTAD u. Maiskleber-, Raps- und Fischmehl

PRESTL@KKEN 2001

TAGHIZADAE etal.  Fleisch-, Fisch-, Baumwollsaat- und Sojabohnenmehl, Mais, Gerste,
2005 Gerstenheu, Maissilage, Luzerneheu, Weizenkleie

Im Gegensatz zu VON KEYSERLINGK et al. (1998) stiegen in mehreren Studien (VAR-
VIKKO 1986; ERASMUS et al. 1994 a; O'MARA 1997; HARSTAD u. PRESTLOKKEN
2001) die Gesamtanteile von Isoleucin und Leucin und bei VARVIKKO (1986) auch der von
Valin in den Ruickstanden an, weswegen diese Autoren eine gewisse Resistenz gegen
mikrobiellen Abbau vermuteten.

Wahrend Lysin (ERASMUS et al. 1994 a; COZZI et al. 1995; O'MARA et al. 1997),
Glutamat (O'MARA et al. 1997) und Arginin (COZZI et al. 1995; O'MARA et al. 1997) auch
in anderen Futtermitteln gut abbaubar zu sein scheinen, nehmen Methionin- bzw. Phenyl-
alaningehalte in den Futterriickstdnden einiger Futtermittel eher zu (ERASMUS et al. 1994 a;
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COZZI et al. 1995; O'MARA et al. 1997; HARSTAD u. PRESTLZKKEN 2001). HARSTAD
und PRESTLOKKEN (2001) ermittelten auBerdem bei mehreren Futtermitteln geringe rumi-
nale Abbauraten (entsprechend hdéheren Gehalten im RUP) flr Tyrosin und hdhere (ent-
sprechend niedrigeren Gehalten im RUP) fiir Glycin und Cystein.

Dass das AS-Profil des RUP, unabhéngig vom ruminalen mikrobiellen Abbau, malgeblich
vom Futtermittel abhdngt zeigt auch, dass Fleischmehl-RUP mit gestiegenen Threonin-,
Methionin-, Valin-, Phenylalanin-, Leucin- Isoleucin- und Lysingehalten deutliche Unter-
schiede zu den RUP-AS-Profilen anderer Proteinsupplemente aufweist. Die angereicherten
AS sind bei Fleischmehl mdglicherweise Bestandteile schwer abbaubarer Polypeptide
(COZZI et al. 1995). Zusammen mit den Ergebnissen der Studien VARVIKKO (1986),
ERASMUS et al. (1994 a), O'MARA et al. (1997), VON KEYSERLINGK et al. (1998),
BACH und STERN (1999), HARSTAD und PRESTLZKKEN (2001) sowie TAGHIZADAE
et al. (2005) kann so belegt werden, dass die Abbauraten einzelner AS ebenfalls vom
Futtermittel abhdngen und diese Unterschiede in den AS-Profilen des RUP bedingen. Sowohl
erhdhte Wasserloslichkeit der Proteine (COZZI et al. 1995) als auch gute Abbaubarkeit eines
Futtermittels tragen zu Anderungen in den AS-Profilen bei (O’MARA et al. 1997).

Lediglich bei Sopralin (formaldehydbehandeltes Sojabohnenmehl) tritt infolge gleichmaRigen
Schutzes aller AS keine Anderung des AS-Profils durch ruminale Inkubation auf (CROOKER
et al. 1986; O'MARA et al. 1997). Hitzebehandlung kann Anderungen im AS-Profil des
Sojabohnenmehls hingegen nicht verhindern (CROOKER et al. 1986).

21311 Aminoséurenprofile einzelner mikrobieller Fraktionen im Pansen

CLARK et al. (1992) berechneten aus der Versuchsergebnissen von 17 weiteren Autoren die
durchschnittlichen AS-Gehalte im Protein von Pansenbakterien (s. Tab. 2.13). Die Glutamat-
und Aspartatanteile sind am hdchsten, Methionin und Histidin sind in wesentlich geringeren
Mengen enthalten. Ahnliche Ergebnisse erzielten SHABI et al. (2000) fiir eine Population aus
FAB und PAB, lediglich der Histidingehalt lag tiefer (x 0,52 g/100 g AS), der Phenylala-
ningehalt hingegen hoher (X 7,66 g/100 g AS). Auch ERASMUS et al. (1994 b) bestatigen mit
Ausnahme hoherer Serinanteile (X 6,62 g/100 g AS) die Ergebnisse der Berechnungen von
CLARK et al. (1992).

Tab. 2.13: Durchschnittliche AS-Gehalte der Pansenbakterien (CLARK et al. 1992; Anga-
ben in g/100 g AS)

AS Asp Glu Ser His Gly Thr Ala Arg Tyr Val Met Phe lle Leu Lys Pro
Gehalt 12,2 13,1 46 20 58 58 75 51 49 62 26 51 57 81 79 37

Zu beachten ist, dass sowohl Unterschiede zwischen den AS-Profilen von Pansenbakterien
und -protozoen (CHAMBERLAIN et al. 1986; MARTIN et al. 1996; SHABI et al. 2000;
KORHONEN et al. 2002), als auch innerhalb der bakteriellen Fraktionen (PAB vs. FAB)
bestehen (MARTIN et al. 1996; RODRIGUEZ et al. 2000; KORHONEN et al. 2002).

PAB weisen niedrigere Alanin- und hohere Leucin- sowie teilweise auch Phenylalaninanteile
am bakteriellen Protein auf als FAB (MARTIN et al. 1996; RODRIGUEZ et al. 2000;
KORHONEN et al. 2002; BOGUHN et al. 2006 b). Unterschiede zwischen FAB und PAB
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sind vermutlich durch unterschiedliche Spezies bedingt, ein niedrigerer Alaninanteil bei PAB
deutet moglicherweise auf groBere Populationsanteile grampositiver Spezies hin
(RODRIGUEZ et al. 2000).

Protein aus Protozoen enthdlt hohere Lysin- und Glutamat-, dafur aber niedrigere Glycin-,
Alanin- und Valinanteile als bakterielles Protein (CHAMBERLAIN et al. 1986; MARTIN et
al. 1996; SHABI et al. 2000; KORHONEN et al. 2002).

Eine detaillierte Ubersicht tiber die Ergebnisse einzelner Studien gibt Tabelle 2.14, Abbildung
2.11 zeigt die AS-Profile von PAB, FAB und Protozoen im Pansensaft von Rindern.

Tab. 2.14: Vergleich der AS-Anteile am mikrobiellen Protein zwischen PAB und FAB
sowie zwischen ruminalen Bakterien und Protozoen (PP)

Vergleich PAB < FAB Vergleich Bakterien < Protozoen (PP)
Hoher in PAB Niedriger in PAB Hoher in PP Niedriger in PP
: Referenzen: Referenzen:

As i 2 3 5 6 2 3 5 6 (1% 2 4 5 1% 2 4 5
Asp X X X X X
Glu ! X X X X X X
Ser X X X X
His | x X X
Gly ! X X X X X X
Thr X | X X X X X
Ala | X X X X X X X X
Arg : x X X
Tyr | X X
Val | X X X X X X
Met @ X X X X
Phe | x x X X X
e X X X X
leu i x X X X X
Lys X X X X X X
Pro X X X X
Cys | X X X X

Referenzen: 1 = CHAMBERLAIN et al. 1986; 2 = MARTIN et al. 1996; 3 = RODRIGUEZ et
al. 2000; 4 = SHABI et al. 2000; 5 = KORHONEN et al. 2002; 6 = BOGUHN et al. 2006 b

! Mikroorganismen aus dem Pansensaft von Schafen

2 Asp beinhaltet Asp und Asn; Glu beinhaltet Glu und Gln

3 Ergebnisse zwei verschiedener Rationen zusammengefasst
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Asp Glu Ser His Gly Thr Ala Arg Tyr Val Met Phe lle Leu Lys Pro Cys AS
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Asp Glu Ser His Gly Thr Ala Arg Tyr Val Met Phe lle Leu Lys Pro Cys As

Abb. 2.11:  AS-Profile von FAB (a) und PAB (b) sowie Protozoen (c) im bovinen Pansen-
saft. Die Daten stammen aus folgenden Studien:
o SHABI et al. 2000 (nur Protozoen)
1/ =7z MARTIN et al. 1996 (Heu-/Heu- und Gerstefiitterung)
mm/ —1 KORHONEN et al. 2002 (Futterung von Grassilage, supplemen-
tiert mit Gerste und Raps/Mittelwert verschiedener Fitterungsregi-
me, u.a. auch nicht-supplementierte Grassilagefutterung einbezo-

gen)
2.1.3.11.1 Beeinflussung der Aminosaurenprofile ruminaler Mikroorganismen

Mit zunehmender Dauer nach der Futterung nehmen Arginin- und Glutamatanteile am
bakteriellen Protein bei den PAB ab, wéhrend der Glycinanteil zunimmt. Die Anteile der
anderen AS werden, wie aus Abbildung 2.12 ersichtlich, kaum beeinflusst. Die AS-Profile der
einzelnen mikrobiellen Fraktionen sind daher nicht Ausdruck metabolischer Aktivitat,
sondern vielmehr Charakteristika der jeweiligen Population (MARTIN et al. 1996). Wird die
Futteraufnahme bei Schafen erhoht, so steigen Arginin- und Methioninanteile im bakteriellen
Protein, wahrend Alanin- und Glycingehalte absinken (RODRIGUEZ et al. 2000).
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Abb. 2.12:  AS-Gehalte (Gew.-% des Gesamt-AS-Gehalts) in FAB (a), PAB (b) und flussig-

keitsassoziierten Protozoen (c) im Pansen in Abhangigkeit vom Futterungs-
zeitpunkt (Futterung bei 0 Stunden). Die Daten entstammen der Studie
MARTIN et al. (1996).

Ob das AS-Profil einzelner mikrobieller Fraktionen durch die Rationsgestaltung beeinflusst
wird, ist umstritten. Nach CHAMBERLAIN et al. (1986), MARTIN et al. (1996), BACH und
STERN (1999) sowie KORHONEN et al. (2002) ist dies nicht der Fall, wahrend HUSSEIN et
al. (1995) dieses nur fur Grundfuttermittel und SHABI et al. (2000; mit Ausnahme niedriger
Methioninanteile bei Futterung geringer pansenabbaubarer Proteinanteile) nur fur das
bakterielle AS-Profil bestétigen.

Glutamat-, Leucin- und Threoninanteile am Protozoenprotein sollen hingegen von den
Gehalten pansenabbaubarer organischer Masse und/oder pansenabbaubaren Proteins beein-
flusst werden (p < 0,05). Ursache ist vermutlich, dass Protozoen neben bakteriellem Protein
auch Futterproteine aufnehmen (SHABI et al. 2000). Unterschiedliche Proteinsupplemente
(Blut-, Maisgluten- und Sonnenblumenmehl) beeinflussen zwar auch die AS-Profile des
bakteriellen Proteins, die Anderungen sind aber gering (p > 0,05) und zeigen keine Korrela-
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tion zu den AS-Profilen des RUP (ERASMUS et al. 1994 b). Ob Beziehungen zum Profil des
pansenabbaubaren Proteins bestehen, ist nicht beschrieben. Fettsupplementierung mit
Rapssaat fiihrt zum Absinken der Phenylalanin-, Isoleucin-, Leucin- und Lysinanteile im
bakteriellen Protein (p < 0,05; HUSSEIN et al. 1995), die Anderungen sind aber ebenfalls
gering (< 10 %). Umfangreiche Versuche mit TMR unterschiedlichster Zusammensetzungen
(BOGUHN et al. 2006 a) zeigen, dass auch die AS-Profile der Pansenbakterien vor allem
durch die Natur der enthaltenen Rationsbestandteile beeinflusst werden. Ursache sind im
Einklang mit MARTIN et al. (1996) vermutlich Verschiebungen in der bakteriellen Popula-
tion. Korrelationen der Anteile einzelner AS mit bestimmten Nahrstoffen in einer Ration
bestehen nur in wenigen Fallen (BOGUHN et al. 2006 b).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass Modifikationen der mikrobiellen AS-Profile vermutlich
uber Beeinflussungen der mikrobiellen Populationszusammensetzung moglich sind. Die
Anderungen sind aber eher gering und eine Vorhersage der Richtung ist bisher nicht ohne
Weiteres mdglich.

214 Ammoniak im Pansen

2.1.4.1 Ammoniakkonzentration im Pansensaft

Die Ammoniakkonzentration im Pansensaft ist umso hoher, je besser I6slich und abbaubar die
Nahrungsproteine sind (WILLIAMS u. COCKBURN 1991) und verhalt sich umgekehrt pro-
portional zur Kohlenhydratfermentationsrate (RUSSELL et al. 1991). Dementsprechend ist
sie niedriger, wenn gentigend Energiequellen verfugbar sind (ROOKE et al. 1987). Werden
taglich Proteinsupplemente geflttert, steigt sie zwar deutlich, aber nur kurzzeitig an und fallt
rasch auf den Ausgangswert zuriick, wohingegen seltene Zulage (zweimal/Woche) zu lang-
sameren und hoheren Anstiegen der Ammoniakkonzentration fuhrt und es Tage dauern kann,
bis die Ausgangskonzentration wieder erreicht ist (FARMER et al. 2004). Bei Gras- und
Grassilagefutterung erreicht die Ammoniakkonzentration 75 Minuten nach der Futterung ein
Maximum von bis zu 10 mmol/L und kehrt nach drei Stunden mit 3,53 mmol/L fast zum Aus-
gangswert zuriick (VOLDEN et al. 2002). In friheren Studien lag die mittlere Ammoniak-
konzentration bei Grassilagefttterung mit 3,64 mmol/L &hnlich hoch (ROOKE et al. 1987).

2142 Ammoniakaufnahme durch Pansenbakterien

Ammoniak kann von Bakterien durch passive Diffusion (als lipophiles NH3) aufgenommen
werden. Unter Ammoniaklimitierung ist aber die Existenz von Ammoniaktransportsystemen
ausgesprochen wichtig (KLEINER 1985). Die intrazellulare Ammoniakkonzentration einer
Pansenbakterienpopulation kann so ca. zwei-, bei niedrigen Milieukonzentrationen sogar bis
zu 15 mal hoher als die extrazelluldre sein und zeigt an, dass aktive Transportmechanismen
(RUSSELL u. STROBEL 1987) und/oder N-Recyclingsysteme in den Bakterien selbst
(DUNCAN et al. 1992) vorhanden sein missen. Da stets geringe Ammoniakmengen im Me-
dium verbleiben (0,71 mmol/L), ist davon auszugehen, dass die Transportsysteme A