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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Reduziert der Zusatz von Fumarsaure die ruminale Methanproduktion durch
Beeinflussung der Populationsstruktur der mikrobiellen Gemeinschaft?

Das Treibhausgas Methan (CH,) tragt erheblich zum anthropogenen
Treibhauseffekt und damit zum Klimawandel bei. CH4 entsteht u.a. als Endprodukt
bei der mikrobiellen Fermentation im Pansen und bedeutet fir den Wiederk&uer
einen Energieverlust von bis zu 12%. Vielfach wurde bisher der Zusatz von
Fumarsaure (FS) zur Reduktion der ruminalen Methanogenese untersucht und
diskutiert. Die bakterielle Fermentation von FS im Pansen fihrt zu einer
gesteigerten Propionat-Produktion. Genau wie fur diese Reaktion wird auch fir die
Methanogenese der Archaea H, benétigt. Durch die Zugabe von FS kann H; in
Richtung der Propionat-Bildung umgeleitet werden. Infolge dessen ist weniger H>
fur die Methanogenese verfugbar, und die CH4-Produktion sinkt. Zum ersten Mal
wurde in dieser Studie die rumen simulation technique (RUSITEC) zur
Untersuchung des Einflusses von FS invitro auf die ruminale mikrobielle
Fermentation, insbesondere die CHas-Produktion, und auf die Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft (Archaea und Bacteria) mit Hilfe der SSCP-Analyse
(single strand conformation polymorphism analysis) angewendet. Die Fermenter
des RUSITEC-Systems wurden mit Panseninhalt vom Rind angeimpft. Als
Substrat dienten 11 g einer Silage-Kraftfuttermischung (2:1). Es wurden drei
Versuche mit Grassilage und ein Versuch mit Maissilage als Grundfutter mit
jeweils 12 Fermentern Uber einen Zeitraum von 14 Tagen durchgefuhrt. Die FS
wurde den Fermentern uber die RUSITEC-Pufferldsung in zwei Dosierungen
zugefiihrt: 3,38 mmol-d™* FS, 6,76 mmol-d* FS. Die Kontroll-Fermenter erhielten

keine FS. Jeweils vier Fermenter wurden gleich behandelt (n=4).

Die Zugabe von 6,76 mmol-d™ FS fiihrte in allen Versuchen zu einer signifikant
erhohten Produktionsrate der gesamten SCFA (p<0,01). Diese Erhéhung wurde
hauptsachlich von einer signifikant gesteigerten Propionat-Produktion (p<0,01)
getragen. Zudem wurde eine erhohte Acetat-Produktion beobachtet, die in zwei
Versuchen mit Grassilage signifikant war (p<0,05). Dieses Ergebnis bestatigte die
bakterielle Nutzung von FS und deren Fermentation zu Propionat und Acetat. Die

gesamte Gasproduktion wurde nicht durch die Zugabe von FS beeinflusst. Sowohl
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die festgestellte numerische Reduktion der absoluten CH,4-Produktion als auch die
signifikante Reduktion des CHj-Anteils (p<0,05) am Fermentationsgas durch die
Zugabe von 6,76 mmol-d* FS geben einen Hinweis auf die Beeinflussung der
Methanogenese durch FS. Eine Veranderung der Zusammensetzung der
Gemeinschaft der Archaea und Bacteria mit der SSCP-Analyse infolge der

Zugabe von FS konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Aufrechterhaltung einer funktionierenden, stabilen mikrobiellen Population mit
ihren fermentativen Eigenschaften im RUSITEC-System ist gelungen. Es konnte
gezeigt werden, dass die drei identisch aufgebauten RUSITEC-Versuche mit
Grassilage als Grundfutter reproduzierbar waren, da die analysierten Parameter in
der gleichen physiologischen Weise auf die Zugabe von FS reagiert haben. Aus
der gesteigerten Propionat-Produktion, der numerischen CH4-Reduktion und der
unbeeinflussten Populationsstruktur der Archaea lasst sich schlussfolgern, dass
die Zugabe von FS in dieser Untersuchung nicht zu einer limitierten Verfugbarkeit
von Reduktionsaquivalenten, wie H,, gefuhrt haben kann. Ein Grund konnte die
Tatsache sein, dass wahrend der erh6hten Acetat-Bildung aus FS H, freigesetzt
wurde. Dies ist eine ungunstige Vorrausetzung fur die Reduktion der
CH4-Produktion, da das Ziel hierbei die Senkung der H;-Konzentration und
-Verfugbarkeit fur die Methanogenese ist. Dartber hinaus ist es wahrscheinlich,
dass die Konkurrenzfahigkeit um den H, aufgrund von Anpassungsmechanismen
des Stoffwechsels der Archaea und Bacteria sichergestellt worden ist.

Die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen zur Reduktion der
CH4-Produktion durch die Zugabe von FS konnten in dieser Studie nicht bestétigt
werden. Durch Ubertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen kann
insgesamt geschlussfolgert werden, dass der Einsatz von FS als Futterzusatz zur
CHs-Reduktion in vivo nicht geeignet scheint.

Schlagworter: Methan, Fumarsaure, mikrobielle Gemeinschaft



Abstract

ABSTRACT

Does fumaric acid reduce ruminal methane production by influencing the
population structure of the microbial community?

The greenhouse gas methane (CH4) contributes substantially to global climate
changes. It is produced as an end-product of microbial fermentation in the rumen
and implies a loss of energy for the ruminant itself of about 12%. As a potential
approach to decrease ruminal methanogenesis, the application of fumaric acid
(FA) as a feed additive is discussed. FA acts as an alternative H, acceptor
diverting H, from methanogenesis of Archaea towards propionate formation of
Bacteria. In this study, for the first time the rumen simulation technique (RUSITEC)
was applied to investigate potential effects of FA in vitro under controlled
conditions on ruminal microbial metabolism, with special regard to CH,4 production,
and on the composition of the microbial community (Archaea and Bacteria) by
means of single strand conformation polymorphism analysis (SSCP). Therefore,
fermentation vessels of the RUSITEC system were inoculated with rumen contents
of cattle. A mixture of 11 g served as substrate (2:1 silage/concentrate). Three
experimental trials were carried out with grass silage and one trial with maize
silage with 12 fermenters each. Treatments were 3.38 mmol-d? and
6.76 mmol-d™* FA dissolved in buffer solution. The controls did not receive FA.
Four fermentation vessels were equally treated (n=4).

In all four trials the application of 6.76 mmol-d™ FA resulted in significantly higher
production rates of total SCFA (p<0.01) mediated by significant increases in
propionate production (p<0.01). As well, acetate production increased in all trials,
being significant in two trials with grass silage (p<0.05). Thus, propionate and
acetate as bacterial fermentation products of FA could be confirmed. Total gas
production was not affected by addition of high dosage of FA. Although not being
significant, the observed numerical reduction of absolute CH,4 production and the
significant decrease in relative CH, proportion (p<0.05) of fermentation gas by
high dosage of FA indicated an influence of FA on methanogenesis. Changes of
population structure of Archaea and Bacteria community by means of SSCP

analysis of 16S rDNA gene segments could not be verified in response to FA.



Abstract

Firstly, RUSITEC experiments were able to simulate ruminal metabolism in vitro
creating a stable microbial population. Secondly, the three identical experimental
trials with grass silage responded in the same physiological manner on the
addition of FA, thus demonstrating the reproducibility of the system. Thirdly, from
the increase in propionate production, the numerical reduction in CH4 production
and the unaffected population structure of Archaea, it can be concluded that in this
study the availability of reduction equivalents like H, were not limited as previously
reported for the addition of FA. One reason might be the fact that during increased
acetate production of FA H; was released. This is a quite disadvantageous
pathway if the objective is to reduce H, and thereby CH, production. Moreover,
special metabolic adaptation mechanisms of Archaea and Bacteria might have

occurred to become competitive for H..

In summary, data from previous studies on significant absolute reduction of CH4
production by addition of FA could not be confirmed in this study. Extrapolating the
results of the present investigation on in vivo conditions do not support or justify

the application of FA as CH,4 reducing feed additive.

Key words: methane, fumaric acid, microbial community
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Treibhausgas Methan und der Klimawandel

Seit Beginn der Industrialisierung Mitte des 18. Jahrhunderts sind die globalen,
atmospharischen Konzentrationen von Kohlendioxid (CO;), Methan (CH4) und
Distickstoffoxid (N2O) deutlich gegentber den vorindustriellen Werten, welche
Uber viele Jahrtausende relativ konstant waren, angestiegen (IPCC 2001; IPCC
2007; STEINFELD et al. 2006). So nahm die Konzentration von CO, um etwa 30%,
die von CH4; um ca. 150% und die von N,O um etwa 17% zu (LATIF 2006). Als
Grinde sind der starke Anstieg der Verbrennung fossiler Energietrager, die
Ausweitung der industriellen Produktion, Anderungen bei der Landnutzung sowie

die Ausweitung der Viehwirtschaft zu nennen (LATIF 2006).

Die besondere Eigenschaft der 0.g. Gase in der Atmosphare besteht darin, dass
sie die von der Sonne einfallende, energiereiche kurzwellige Strahlung nahezu
ungehindert passieren lassen, aber im Gegenzug die von der erwdrmten Erde
ausgehende langwellige Strahlung teilweise absorbieren und sie wiederum in
Richtung Erde emittieren (IPCC 2001; IPCC 2007; LATIF 2006). Diese vermehrte
Einstrahlung fuhrt zu einer Erwdrmung der Erdoberflache und auch der unteren
Atmosphare (LATIF 2006). Vereinfacht dargestellt handelt es sich hierbei um den
sogenannten Treibhauseffekt, der eine natirliche Eigenschaft der Erdatmosphére
ist. Die beteiligten Gase nennt man Treibhausgase (LATIF 2006). Ohne den
Treibhauseffekt lage die durchschnittliche Oberflachentemperatur der Erde bei
etwa -18°C im Gegensatz zu den tatséchlichen +15°C (LATIF 2006; RAHMSTORF &

SCHELLNHUBER 2007).

Eine erhohte Konzentration von Treibhausgasen in der Atmosphare durch
anthropogenen Einfluss fuhrt durch Verstarkung des Treibhauseffektes zu einer
zuséatzlichen Erhdéhung der Temperatur der Erdoberflache und der unteren
Atmosphére (LATIF 2006). Dass die globale Erwarmung und damit der Wandel des
Klimas nicht theoretisch ist, sondern sich derzeit vollzieht, duf3ert sich im 20.
Jahrhundert nicht nur durch den Anstieg der Globaltemperatur der Erde um 0,6°C
+ 0,2°C (IPCC 2001; LATIF 2006), sondern auch durch die Gletscherschmelze um
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etwa 50% und den Anstieg des Meeresspiegels um 10-20 cm (IPCC 2001; LATIF
2006; STEINFELD et al. 2006). Der Klimawandel hat weitreichende Auswirkungen
auf die Umwelt. Es wird angenommen, dass es durch die erhdhten
Meerestemperaturen zunehmend zum Auftreten von Wetterextremen wie
tropischen Wirbelstirme und Uberschwemmungen oder anderenorts zu
Trockenzeiten kommen wird (RAHMSTORF & SCHELLNHUBER 2007). Dies kann
derzeit schon beobachtet werden. Veranderungen dieser klimatischen
Bedingungen verschiedenster Okosysteme koénnen zum Aussterben bestimmter
Tier- und Pflanzenarten fuhren (RAHMSTORF & SCHELLNHUBER 2007; STEINFELD et
al. 2006) und damit die Biodiversitat der Erde dramatisch beeinflussen

(RAHMSTORF & SCHELLNHUBER 2007).

Obwohl dem Treibhausgas CO, als Ursache fur die globale Erwarmung oft die
grofdte Aufmerksamkeit geschenkt wird, dirfen weder N,O noch CH4 aul3er Acht
gelassen werden. Denn das Treibhauspotential von N,O und CH,4 betragt 296 bzw.
23 (IPCC 2001). Das bedeutet, dass die Fahigkeit dieser Gase zur Verringerung
der Leitfahigkeit der Atmosphére fur Warmestrahlung uber eine Zeitspanne von
100 Jahren gesehen 296 bzw. 23 mal so hoch ist wie die des CO,. Die erhdhten
N.O- und CHj-Konzentrationen in der Atmosphéare tragen daher erheblich zum
anthropogenen Treibhauseffekt bei. Wahrend N,O bei Umsetzungen von
tierischen stickstoffhaltigen Exkrementen entsteht (FLACHOWSKY & LEBzIEN 2007;
IPCC 2001), wird CH; bei der mikrobiellen Fermentation im tierischen
Verdauungstrakt gebildet, vor allem im Vormagensystem der Wiederkauer (BEIJER
1952; HUNGATE 1966).

Schatzungen des Zwischenstaatlichen Ausschuss fur Klimaanderungen (IPCC)
zufolge sind mehr als die Hélfte der CH4-Emissionen anthropogenen Ursprungs
(IPCC 2001). Dies entspricht ca. 320 Mio. t pro Jahr (VAN AARDENNE et al. 2001).
Die wichtigste Quelle anthropogener CHs-Emissionen stellen Nutztiere dar
(STEINFELD et al. 2006). Aus der Wiederk&uerhaltung stammen etwa 11-17% der
globalen CH4-Emissionen (BEAUCHEMIN et al. 2009), was absolut eine jahrlich
produzierte Menge von etwa 80 Mio. t bedeutet (JOUANY 1994; Moss et al. 2000;
STEINFELD et al. 2006).

Durch den weiteren Anstieg der Erdbevélkerung auf ca. 9 Mrd. bis zum Jahre

2050 wird es zu einem erhdhten Bedarf an Fleisch- und Milchprodukten kommen
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(STEINFELD et al. 2006). Um die Erzeugung von Lebensmitteln tierischer Herkunft
auch okologisch vertretbar zu machen, ist es von grol3er Relevanz, Malihahmen

zur Reduktion der CH4-Emissionen der Wiederkauer zu ergreifen.

1.2 Mikrobielle Fermentation in den Vormégen der Wiederk&auer

Zum Vormagensystem der Wiederkauer zéhlen der Netzmagen, der Pansen und
der Blattermagen. Der Pansen ist im adulten Tier der Grof3te der drei Vormégen
(HoFrmaN 1988). Die Vormagen beherbergen eine Gemeinschaft von
Mikroorganismen, die sich aus Vertretern der Doméanen Archaea (friher als
Archaebakterien bezeichnet), Bacteria und Eukarya zusammensetzt und sich
durch eine hohe Diversitat und Dichte der mikrobiellen Population auszeichnet
(Abb. 1.1) (CzeERKAWSKI 1986; STEWART & BRYANT 1988). Die ruminalen Bacteria
umfassen zahlreiche obligat und fakultativ anaerobe Spezies (BRYANT 1959;
HUNGATE et al. 1964). Die Archaea sind mit methanogenen Spezies der
Ordnungen  Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales (SHARP et al. 1998; SKILLMAN et al. 2004; SoLIvA et al. 2004,
WRIGHT et al. 2006), und die Eukarya mit Fungi und Protozoa (Flagellaten,
Ciliaten) vertreten (HUNGATE et al. 1964; LUND 1974; WILLIAMS 1986).

Bacteria Archaea Eukarya
G i i Methanosarcina
Hitochond _Grune Nichtschwefelbakterien Schleimpilze
itochondrion i ;
Gram-positive Methanobacterium Entamoebae TlereF _
Bakterien Methanococcus Extrem_e ungt
Proteobakterien Halophile
Thermococcus
Pflanzen
Chloroplasten Thermoplama ~
Cyanobakterien Pyrodictium Ciliaten
Thermoproteus)
Flavobakterien Methanopyrus Flagellaten
Marine .
Crenarcheota Trichomonaden
Thermotoga Korarcheota Microsporidia

Diplomonaden

Thermodesulfobacterium (Giardia)

Aquifex

Abb. 1.1: Universeller phylogenetischer Baum mit den drei Doménen Bacteria, Archaea und
Eukarya basierend auf dem Vergleich von 16S oder 18S rRNA-Genen (modifiziert nach MADIGAN et
al. 2000).
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Die Vormagen ubernehmen die Funktion einer Fermentationskammer. Der
Wiederkauer ermoglichnt durch eine  Konstanthaltung der optimalen
Milieubedingungen fur die mikrobiellen Enzyme (u.a. pH-Wert, Redoxpotential,
Temperatur) den Abbau der Uberwiegend strukturreichen pflanzlichen Nahrung.
Die dabei entstehende Energie dient der Erhaltung und dem Wachstum der
mikrobiellen Population einerseits. Andererseits stehen dem Wiederkauer als
Energiequelle die Endprodukte der mikrobiellen Stoffwechselprozesse zur
Verfiigung. Die Beziehung zwischen Wirtstier und Mikroorganismen stellt daher
eine Symbiose dar (BREVES & LEONHARD-MAREK 2010; YOKOYAMA & JOHNSON
1988). Beim mikrobiellen Abbau von Futterproteinen und Nicht-Protein-
Stickstoffhaltigen Verbindungen (NPN-Verbindungen, z.B. Urea) entsteht
Ammoniak (BELASCO 1954; McDoONALD 1948). Ammoniak wird fur die Neusynthese
von hochwertigem mikrobiellem Protein verwendet (BELASCO 1954; BREVES &
LEONHARD-MAREK 2010), welches die eigentliche Proteinquelle fur den
Wiederkauer darstellt (HUNGATE 1966). Im mikrobiellen Kohlenhydratstoffwechsel
werden kurzkettige Fettsauren (SCFA) gebildet (CzErRkAwsSKI 1986; HUNGATE
1966). Die Kohlenhydrate werden zunachst im Embden-Meyerhof-Weg und im
Pentose-Phosphat-Weg zu Pyruvat abgebaut. Pyruvat ist das zentrale
Intermediarprodukt des mikrobiellen Kohlenhydratstoffwechsels. Ausgehend vom
Pyruvat kénnen dann die SCFA Acetat, Propionat und Butyrat auf verschiedenen
Stoffwechselwegen gebildet werden (Abb. 1.2) (BREVES & LEONHARD-MAREK 2010;
HUNGATE 1966). Im Pansen werden auf3erdem die SCFA Valerat und Isovalerat in
geringen Mengen produziert. Wahrend Valerat sowohl beim Kohlenhydrat- als
auch beim Proteinabbau entsteht (EL-SHAZLY 1952; NAGARAJA et al. 1997; SUTTON
1969), ist fur Isovalerat als Produkt nur der Abbau aus Proteinen bekannt (EL-
SHAZLY 1952).

Als weitere Endprodukte der mikrobiellen Fermentation akkumulieren CO, und
CH4 zunéchst im dorsalen Pansensack (CzerkAwskI 1986) und werden durch die
Motorik des Pansens und schlie3lich Uber den Ruktus abgegeben (CzZERKAWSKI
1986; KAske 2010; RuckeBUSCH 1988). Analysen des wahrend der Fermentation
gebildeten Gases ergaben einen CHg-Anteil von etwa 27% und einen CO,-Anteil
von etwa 65% (MCARTHUR & MILTIMORE 1961). Fur den Wiederk&duer bedeutet
dabei die CHj4-Abgabe einen Energieverlust von bis zu 12% (BEIJER 1952;

JOHNSON & JOHNSON 1995; JOUANY 1994).
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1.3 Die Senkung der ruminalen CH4-Produktion durch Fumarsaure

In vorangegangenen Untersuchungen konnten bereits erste Erkenntnisse Uber
Ernahrungsstrategien zur Reduzierung der CHg-Produktion beim Wiederkauer
gewonnen werden (BRoubiscou et al. 2000; CARULLA et al. 2005; GRAINGER et al.
2008; HEss et al. 2003; HINDRICHSEN et al. 2005; McGINN et al. 2004). Zum einen
hat sich herausgestellt, dass die Futterung von Maissilage anstatt Grassilage zur
Absenkung der CHs-Emissionen in vivo fuhren kann (BEAUCHEMIN et al. 2008;
HINDRICHSEN et al. 2006). Zum anderen konnten In-vitro-Untersuchungen zeigen,
dass Fumarséure (FS) oder Fumarat, deren Natriumsalz, als Futterzusatz die
Produktion von CH, reduzieren (ASANUMA et al. 1999; CARRO & RANILLA 2003;
LOPEZ et al. 1999; NEwBOLD et al. 2005). NEwBoOLD et al. (2005) konnten in einer
Vergleichsstudie in vitro zeigen, dass durch Zugabe von FS die CHj4-Produktion
effektiver reduziert wird als durch Fumarat. Da die Doméane der Archaea fiur die
CHs-Bildung (Methanogenese) im Pansen verantwortlich ist, musste ein
Zusammenhang zwischen der FS und den Archaea bestehen.

Bei FS handelt es sich um eine organische ungesattigte Dicarbonséaure. Aufgrund
eines pKsi- und pKg-Werts von 3,0 und 4,5 ist sie als starke Saure zu bezeichnen
(LATscHA & KLEIN 1997). Das bei der vollstandigen Dissoziation entstehende
Anion nennt man Fumarat. FS liegt bei einem pH-Wert von 4,5 daher zu 50% als
FS und zu 50% als Fumarat vor. Steigt der pH-Wert, ist das Sauren-Basen-
Gleichgewicht nach der Henderson-Hasselbalch-Gleichung in Richtung des

Fumarats verlagert.

FS bzw. die dissoziierte Form Fumarat stellen im Kohlenhydratstoffwechsel einiger
ruminaler Bacteria ein Zwischenprodukt im Methylmalonyl-CoA-Weg dar
(Abb. 1.2). FS bzw. Fumarat wird dabei unter Aufnahme von Wasserstoff (H,) zu
Succinat und Uber weitere Reaktionsschritte zu Propionat reduziert (CASTILLO et al.
2004; GoTTsCHALK 1986). Katalysiert wird die Reduktion von dem Enzym
Fumarat-Reduktase (AsANUMA & HINO 2000). Durch die Expression dieses
Enzyms sind einige ruminalen Bacteria ebenfalls in der Lage, FS/Fumarat direkt
als Substrat fur die Energiegewinnung zu nutzen (ASANUMA & HINO 2000;
ASANUMA et al. 1999).
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Die methanogenen Archaea gewinnen als autotrophe Mikroorganismen Energie

durch die Methanogenese (MADIGAN et al. 2000):
CO2+ 4 Hy — CHy + 2 H,0 AG? = -131 kJ/mol CH,4

Hauptsachlich werden dafir H, und CO, als Substrate genutzt (MILLER 1995;
Moss et al. 2000). Es handelt sich also sowohl bei der Methanogenese als auch

bei der Reduktion von FS und Fumarat um Reaktionen, fur die H, bendtigt wird.

Kohlenhydrate
QNAD+
NADH/H*

Acetyl-CoA + Formiat Oxalacetat
s NADH/H*
NAD* e N
CO, / \ NAD*
NADH/H* ] |
Malat
NADH/H* ;‘ ; H,0
Acetyl-CoA ) i i
! ! Fumarat
NAD* ‘ ' +
Biotin Biotin-CO, NADHMH
H A

! NAD*
Lactat : Succinat

Acetoacyl-CoA ; ' CoA

— NADH/H*
g NAD*
Crotonyl-CoA
NADH/H* '
QNAD*
Butyrat Acrylyl-CoA [ \/ —————— Propionyl-CoA

NADH/H* NAD*

Succinyl-CoA

i\ Methylmalonyl-CoA

Abb. 1.2: Ubersicht tber mdgliche Stoffwechselwege zur Bildung von SCFA durch ruminale
Bacteria mit detailliert beschriebenem Methylmalonyl-CoA-Weg (modifiziert nach BREVES &
LEONHARD-MAREK 2010; Moss et al. 2000).

Die Ergebnisse zur ruminalen CHjs-Reduktion aus In-vivo- und In-vitro-
Untersuchungen deuten alle daraufhin, dass die Verbindung zwischen der Zugabe
von FS/Fumarat und der Reduktion der CH4-Produktion der H, als Reduktions-
aquivalent sein muss (ASANUMA et al. 1999; BAYARU et al. 2001; GIRALDO et al.
2007; LoPEZ et al. 1999; NEwBoLD et al. 2005). Publiziert wurde dazu die folgende
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Erklarung (ASANUMA et al. 1999; BAYARU et al. 2001; GIRALDO et al. 2007; LOPEZ et
al. 1999; NewBoLD et al. 2005). Bei Zugabe von FS/Fumarat entsprechend der
Reaktionen im Methylmalonyl-CoA-Weg scheint mehr H, fir die Reduktion zu
Succinat durch die Bacteria benttigt worden zu sein. Infolge dessen musste den
Archaea weniger H; fir die Methanogenese zur Verfiigung gestanden haben, was
letztlich eine Reduktion der CH,4-Produktion bewirkt hat (Abb. 1.3). Zudem kam es
in Folge der Reduktion von FS/Fumarat zu einer gesteigerten Bildung von
Propionat, was fir die bakterielle Nutzung von FS/Fumarat als Substrat spricht
(AsANUMA et al. 1999; BAYARU et al. 2001; GIRALDO et al. 2007; LOPEZ et al. 1999;
NEwBOLD et al. 2005). Propionat konnte nun wiederum dem Wiederkauer der

Energiegewinnung fir die Gluconeogenese zur Verfligung stehen.

Archaea TS
+4'H, +
Methanogenese O, 4‘;'_2,’_) CH,+ 2H,0 (1)
/
,
/
Einige Bacteria /
. . /
Bildung von Propionat 4
NADH/H* NAD*
H H H H H
0. | 0] ! g -0, | (o] Mehrere | 0
>C—C=C—C< >C—C—C—C/ —> Zwischen- __5 H—C—Cl—c/ 2)
0/ | o- Fumarat- 0/ | | \0_ produkte [ ] No-
H Reduktase H H H H
Fumarat Succinat Propionat

Abb. 1.3: Theorie zur Konkurrenz von Archaea und Bacteria um den vorhandenen H,.

FS bzw. Fumarat wirde damit einen alternativen, kompetitiven Weg zur
Methanogenese (Moss et al. 2000) fur die Aufrechterhaltung eines niedrigen
H,-Partialdruckes im Pansen darstellen, welcher fiir das Ablaufen der mikrobiellen

Fermentation essentiell ist.

Zu den bisher untersuchten Parametern in vorangegangenen Studien zum
Einfluss von FS/Fumarat auf die CH4-Produktion gehdrten neben dem mikrobiellen
Stoffwechsel (SCFA- und Ammoniak-Konzentration, etc.) auch die Bestimmung
der Mikrobendichte mittels Zahlkammern (LOPEZ et al. 1999; NEwBOLD et al. 2005).
Wahrend LOPEZ et al. (1999) zumindest zeigen konnten, dass die Quantitat der
Archaea durch FS nicht beeinflusst wurde, ist dennoch ein Einfluss auf die Qualitat

der Archaea nicht auszuschlielen. Bisher ist unklar, welche Bedeutung die
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Umleitung des H, von der Methanogenese in Richtung der Reduktion von

FS/Fumarat fur die Diversitat der Archaea-Population hat.

An Reinkulturen von Methanobacterium thermoautotrophicum durchgefihrte
Untersuchungen belegten, dass zumindest bei dieser Archaea-Spezies durch ein
reduziertes Angebot von H, nicht nur die Methanogenese- sondern auch die
Wachstumsrate abgenommen hat (MORGAN et al. 1997; SCHONHEIT et al. 1980).
Da die Methanogenese der Energiegewinnung dient und die Triebkraft dieser
Reaktion im Allgemeinen H, ist (MADIGAN et al. 2000), sollte demzufolge bei
geringer Verfugbarkeit weniger Energie fur das Wachstum der Archaea
bereitgestellt werden. In Bodenproben und angereicherten Archaea-Kulturen
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass nicht nur die Struktur der gesamten
mikrobiellen Gemeinschaft von der Substratverfigbarkeit abhangt, sondern
insbesondere die Zusammensetzung der methanogenen Gemeinschaft der
Archaea von der H,-Konzentration bestimmt wurde (HANSEL et al. 2008; LEIBO et
al. 2006). Die Diversitat der Gemeinschaft stieg mit sinkender H,-Konzentration
(LEIBO et al. 2006).

In Anbetracht dieser Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass auch in der
vorliegenden Untersuchung eine Anpassung der mikrobiellen Gemeinschaft,
insbesondere der methanogenen Archaea, als Antwort auf die Zugabe von FS
erfolgt. Einerseits konnte als Anpassung des mikrobiellen Stoffwechsels an die
veranderten Milieubedingungen die Reduktion der CH,4-Produktion eintreten, ohne
dass die strukturelle Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft beeinflusst
wird. Andererseits kénnte FS sich verandernd auf die Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft auswirken. Einige Bakterienarten kénnten von FS als
Substrat profitieren, wohingegen z.B. die Archaea aufgrund weniger verfligbaren
H,, weniger Energie durch die Methanogenese gewinnen und deswegen in der
Wachstumsrate benachteiligt sein konnten. Demzufolge misste eine
Populationsverschiebung auftreten. Diesbeziglich wurden bisher noch keine
molekularbiologischen qualitativen Untersuchungsmethoden angestellt, konnen

jedoch zur Aufklarung beitragen.
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1.4 Fragestellungen

Die Fragestellungen dieser Dissertation lauten daher:
1. Reduziert die Zugabe von Fumarsaure (FS) die ruminale CH4-Produktion?
2. Bewirkt die Zugabe von Fumarsadure (FS) Verdnderungen in der

Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft?

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst, den Einfluss von zwei Dosierungen
von FS in Kombination mit Gras- bzw. Maissilage als Grundfutter auf den
mikrobiellen Stoffwechsel im Pansen des Wiederk&uers mit Hilfe der Rumen-
Simulationstechnik  (rumen simulation technique; RUSITEC) in vitro zu
untersuchen. Der entscheidende Vorteil dieser Simulationstechnik liegt gegentber
In-vivo-Ansatzen darin, dass durch die isolierte Betrachtungsweise ohne
Einwirkung des Wirtstieres das gemessene biochemische Profil direktere
Ruckschlisse auf den mikrobiellen Stoffwechsel zulasst. Als biochemische
Parameter fuir den mikrobiellen Stoffwechsel sollten die Produktionsraten der
SCFA Acetat, Propionat, Butyrat, Isovalerat und Valerat, sowie die
Konzentrationen von Ammoniak und insbesondere die Produktion von CH,
analysiert werden. Als weitere Untersuchungsparameter sollten die mikrobielle
Proteinsynthese, die Verdaulichkeit und die Quantitat der Protozoa dienen, welche
mit den methanogenen Archaea assoziiert sein kénnen (VOGELS et al. 1980;
VOGELS & STumm 1980).

Im zweiten Schritt sollte die Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft der Archaea
und der Bacteria unter Einfluss von FS erstmals mit der Single-strand-
conformation-polymorphism-(SSCP)-Analyse auf molekularbiologischer Ebene
untersucht werden, um Verdnderungen mikrobieller Populationen sichtbar zu

machen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Zusammensetzung aller verwendeter Losungen und Puffer, sowie die

Bezugsquellen der Chemikalien sind im Anhang (Kapitel 6) aufgefthrt.

2.1 Die Rumen-Simulationstechnik (RUSITEC)

Die Rumen-Simulationstechnik wurde von Czerkawski und Breckenridge
entwickelt und 1977 erstmals beschrieben. Es handelt sich dabei um eine semi-
kontinuierliche Inkubationsmethode zur langzeitigen In-vitro-Untersuchung des
mikrobiellen Stoffwechsels im Pansen von Wiederkauern (z.B. unter Einfluss von

unterschiedlichem Futter bzw. Substrat).

Der Aufbau des RUSITEC-Systems wurde so entwickelt, dass eine bestmoégliche
Simulation der in vivo existierenden ruminalen Kompartimente gewahrleistet ist,
welche aufgrund der Dichte der vorkommenden Mikroorganismen unterschieden
werden (CzerRkAWSKI 1986; CzERKAWSKI 1988). Die Abb. 2.1 zeigt eine RUSITEC-
Anlage mit sechs identischen Fermentationsgefal3en (kurz: Fermenter; A;
V=750 ml; Plexiglas®, Rohm GmbH, D-64293 Darmstadt). In vivo stellt die
Pansenflussigkeit mit den flussigkeitsassoziierten Mikroorganismen (liquid
associated microorganisms, LAM) das erste Kompartiment dar. Im RUSITEC-
System war dieses Kompartiment durch die Fllssigkeit reprasentiert, welche sich
in den Fermentern befunden hat. Neben den LAM liegen auch Mikroorganismen
vor, die an die Futterpartikel gebunden sind (solid associated microorganisms,
SAM). Das zweite Kompartiment umfasst nun diejenigen SAM, die eine lockere
Bindung mit den Futterpartikeln eingehen. Aus diesem Grund konnen sie leicht
daraus ausgewaschen werden. Im dritten Kompartiment liegen die SAM fest
assoziiert mit den Futterpartikeln vor. Die Simulation dieser zwei weiteren
Kompartimente wurde durch den Einbau eines kleineren Innengefafld realisiert (B),
in dem sich zwei mit dem Untersuchungssubstrat (feste Phase) gefillte
Nylonbeutel (16 cm x 7 cm; 150 ym Porenweite, Linker KG, D-34127 Kassel)
befunden haben. Wahrend das zweite Kompartiment dabei in unmittelbarer Nahe
um die Nylonbeutel im Innengefald lokalisiert war, wurde das dritte Kompartiment
durch das Substrat in den Nylonbeuteln reprasentiert. Das Innengefald war an

Boden und Deckel perforiert. Die dadurch erreichte Umspulung der Nylonbeutel
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mit der Fermenterflissigkeit gewahrleistete das Auswaschen der Fermentations-
produkte und den Austausch der mikrobiellen Populationen zwischen den
Kompartimenten. Verbessert wurde die Durchmischung durch eine gleichméaRige
Auf- und Abwartsbewegung (sechs Hube pro min) des InnengefaRes in dem
Fermenter mit Hilfe eines Elektromotors (L). Das Pansenepithel, das vierte
ruminale Kompartiment, zeichnet sich aufgrund der guten Versorgung mit
sauerstoffreichem Blut durch die Assoziation mit fakultativ anaeroben
Mikroorganismen aus, die etwa 1% der gesamten mikrobiellen Population
ausmachen (Czerkawskl 1986). Dieses Kompartiment kann im RUSITEC-System

wegen der aus Plexiglas gefertigten Fermenter nicht simuliert werden.

Neben der Kompartimentierung gibt es weitere wichtige Faktoren fir die
erfolgreiche Durchfihrung einer Simulation des Pansenstoffwechsels. Dazu
gehodren eine mit In-vivo-Bedingungen vergleichbare selektive Retention der
Futterpartikel, eine konstante Temperierung der Fermenter bei einer Temperatur
von 39°C, eine Stabilisierung des pH-Wertes im physiologischen Bereich zwischen
5,5-7,0 und der Abtransport der Fermentationsprodukte (CzerkAwsKI 1986). Die
selektive Retention der Futterpartikel, die in vivo bei 18-72 h liegt (KAske 2010),
wurde in dieser Studie durch eine Verweilzeit der Nylonbeutel im Fermenter auf
48 h festgelegt (CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE 1977). Die Fermenter wurden in
einem Wasserbad (J) unter Verwendung eines Thermostats (K; Thermomixer® B,
Braun Melsungen AG, D-34209 Melsungen) konstant bei 39°C temperiert. Pro Tag
wurden zur Stabilisierung des pH-Wertes kontinuierlich 750 ml einer dem
Wiederkauer-Speichel nachempfundenen Pufferldsung tber einen Tygonschlauch
(E; 4,0 mm x 7,2 mm, Omnilab GmbH & Co. KG, D-30989 Gehrden) zugefihrt.
Das bedeutete einen Flussigkeitsturnover von einmal pro Tag (GARCIA-GONZALEZ
et al. 2010; KocH et al. 2006; OezTUERK et al. 2005). Die Pufferldsung wurde aus
einem Puffergefal’ (C) mittels einer 6-Kanal-Schlauchpumpe (D; Typ B1, Ole Dich,
Hvidovre, Danemark) durch eine am Grund des Fermenters vorhandene Offnung
in das Innere gepumpt. Am Deckel des Fermenters befand sich eine weitere
Offnung. Diese enthielt ein Glasrohr mit einen gasdichten Butylschlauch (F;
8,0 mm x 12,0 mm, YMC Europe GmbH, D-46539 Dinslaken) tber den der
Fermenter mit dem UberlaufgefaR (G; Erlenmayerkolben, 1000 ml) verbunden
war. Hier wurde die Uberschissige Flussigkeit mit den darin geldsten

Fermentationsprodukten gesammelt und auf Eis in einer Styropor-Box (I) gekunhlt.
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Das wahrend der Fermentation gebildete Gas wurde separat in einem speziellen
Gasbeutel (H; Plastigas, Linde AG, D-80331 Minchen) aufgefangen. Dieser war

mit dem UberlaufgefaR Giber einen weiteren Butylschlauch verbunden.

Die im RUSITEC-System nicht simulierbare Wiederkau-Tatigkeit wurde durch eine
Zerkleinerung des im Nylonbeutel enthaltenen Substrats vor Versuchsbeginn

ersetzt.

A: Fermentationsgefal
B: Innengefani A
C:Puffergefai L e 0.
D:Pumpe i
E: Tygonschlauch 4] I
F: Butylschlauch
G: Uberlaufgefal
H: Gasbeutel ‘T'
I: Styropor-Box . :

J: Wasserbad : . . . , ‘ [
K: Thermostat ' : xes

L: Elektromotor

"'—'—/'-
e 2]

C
£ ol

TS

Abb. 2.1: RUSITEC-Anlage mit sechs Fermentationsgefaiien.
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2.2 Versuchsdesign der RUSITEC-Versuche

In dieser Studie wurden pro Versuch zwei RUSITEC-Anlagen mit insgesamt zwolf
identischen Fermentern verwendet (Abb. 2.1). Insgesamt wurden vier Versuche
durchgefiihrt, davon drei mit einer Kombination aus Grassilage und einer
Kraftfuttermischung (V1, V2, V3) und ein Versuch mit Maissilage und einer
Kraftfuttermischung (V4) als Substrat (Abb. 2.2). Die Kraftfuttermischung (KF) war
in allen Versuchen identisch. Die Mischung des Kraftfutters erfolgte aus zwei
getrennt vorliegenden Kraftfuttermitteln, die erst fir die Verwendung im RUSITEC-
System zusammengeflgt wurden. Die Bestandteile der Kraftfuttermittel sind in

Tab. 2.1 zusammengefasst.

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die anteilige Zusammensetzung der Kraftfuttermittel.

Bestandteile Kraftfutter 1 | Kraftfutter 2
Rapsextraktionsschrot — 33,34%
Trockenschnitzel 39,50% 61,89%
Weizen 25,00% 4,77%
Kohlensaurer Kalk 8,75% -
Harnstoff (Urea) 8,00% -
Mineralfutter 18,75% —

Sowohl die Gras- und Maissilage als auch das verwendete Kraftfutter wurden
freundlicherweise von den Kooperationspartnern im Institut fur Tierernéahrung des
Friedrich-Loeffler-Instituts in Braunschweig bereitgestellt. Die Silagen wurden flr
die Untersuchung auf eine Partikellange von 1 cm zerkleinert. Die Weender
Rohnahrstoff-Analyse des Untersuchungsfutters (Silage + KF) wurde freundlicher-
weise im Institut flr Tierernahrung der Universitait Hohenheim (Stuttgart)
durchgefuhrt (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Ergebnisse der Weender Rohnahrstoff-Analyse des Futters (Universitat Hohenheim,

Stuttgart; TS: Trockensubstanz, XA: Rohasche, XP: Rohprotein, NDF/ADF: Neutrale/Saure
Detergenzienfaser).

Rohnéhrstoffe | Grassilage + KF | Maissilage + KF
TS [g/kg] 910,9 936,6
XA [g/kg TS] 99,2 36,1
XP [g/kg TS] 155,1 72,5
NDF [g/kg TS] 439,7 370,3
ADF [g/kg TS] 284,5 225,8

29



Material und Methoden

Es gab zwei Behandlungen mit Fumarsaure (FS) und eine Kontrolle ohne FS,
wobei jeweils vier Fermenter gleich behandelt wurden (n=4). Die Zuordnung der
Fermenter A-L zu der Behandlung mit FS bzw. zur Kontrolle erfolgte nach dem
Zufallsprinzip. Die FS wurde den Fermentern im RUSITEC-Puffer gel6st in den
Dosierungen 3,38 mmol-d™ und 6,76 mmol-d* zugefiihrt. Die FS-Menge orientierte
sich dabei an den Dosierungen der parallel durchgefiihrten In-vivo-Untersuchung
in Braunschweig. Jeder Versuch wurde in eine siebentagige Aquilibrierungsphase,
die der Anpassung der Mikroorganismen an die In-vitro-Bedingungen im
RUSITEC-System diente, und eine achttdgige Versuchsphase, in der die
Erfassung der Parameter des mikrobiellen Pansenstoffwechsels erfolgte,

unterteilt.

s HEEEBIEECIOE
e BECPEECEIBOC
s |65 |- 1816 - 1ol [ 6]
e B B8BFEBTEE

8 Kontrolle . 3,38 mmol-d-1FS i 6,76 mmol-d-1FS

Abb. 2.2: Uberblick iiber das Versuchsdesign der RUSITEC-Versuche mit n=4 Fermentern fir die
Kontrolle und die Fumarsaure-Behandlungen (FS). Die Versuche 1, 3 und 3 (V1, V2, V3) wurden
mit Grassilage und Versuch 4 (V4) mit Maissilage als Grundfutter durchgefihrt.

2.2.1 Vorbereitungen und Versuchsbeginn

Vor Inbetriebnahme der RUSITEC-Anlagen wurden die Fermenter inklusive der
Butylschlduche zur Desinfektion 24 h in 3,7%-iger Formaldehyd-Lésung (Tab. 6.1
im Anhang) eingelegt. Nach grundlichem Auswaschen des Formaldehyds mit
Ag. dest. wurden die Einzelteile im Trockenschrank (Modell 600, Memmert GmbH
& Co. KG, D-8540 Schwabach) bei 65°C UN getrocknet. Im Anschluss wurden die
Einzelteile zusammengebaut und in die Anlagen eingesetzt. Fir jeden RUSITEC-

Versuch wurden neue Tygonschlauche verwendet. Bereits einen Tag vor
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Versuchsbeginn wurden die Wasserbader mit Ag. dest. befillt und auf 39°C

erwarmt.

Die Nylonbeutel wurden nach dem Autoklavieren fur 25 min bei 103°C und 0,4 bar
(Varioklav, Dampfsterilisator Typ 500, H+P Labortechnik GmbH, D-85764
OberschleiBheim) ebenfalls im Trockenschrank GN bei 65°C getrocknet.
Anschlieend wurde in die Nylonbeutel 11 g des gefriergetrockneten zu
untersuchenden Substrats, wie in Tab. 2.3 beschrieben, eingewogen. Die Beutel
wurden mit Kabelbindern verschlossen. Bis zur Verwendung wurden die

abgewogenen Nylonbeutel im Exsikkator aufbewabhrt.

Zu Versuchsbeginn wurden sowohl fester als auch flissiger Panseninhalt aus
einem ausgewachsenen weiblichen Rind (Rasse: Hinterwalder) Uber eine
Pansenfistel entnommen. Der flissige Panseninhalt wurde mittels Filtration durch
quadratisch zugeschnittenen doppeltlagigen Verbandmull (Gazin®, 80 cm x 5 m,
Lohmann & Rauscher International GmbH & Co. KG, D-56579 Rengsdorf) aus
dem festen Panseninhalt gewonnen. Es wurden der pH-Wert und das
Redoxpotential in der Flussigkeit bestimmt. Des Weiteren wurden aus der
Flussigkeit Proben zur Bestimmung der Konzentration der kurzkettigen Fettsduren
(SCFA) und der Anzahl der Protozoa entnommen.

Fur die Inokulation wurde zunachst pro Fermenter 70 g fester Panseninhalt in
einen Nylonbeutel eingewogen. Dieser wurde zusammen mit einem weiteren,
substratgefillten Nylonbeutel in das Innengefald verbracht und in dem Fermenter
platziert. AnschlieRend wurde 750 ml flissiger Panseninhalt hineingegossen.
Wahrend der gesamten Dauer wurde der flissige Panseninhalt bei 39°C
temperiert. Die verschlossenen Fermenter wurden im Wasserbad fixiert und mit
den Tygon- bzw. Butylschlauchen verbunden. Die frisch hergestellten RUSITEC-
Pufferlésungen mit der entsprechenden Konzentration an geléster FS (Tab. 6.1)
wurden in die PuffergefaBe gefillt. Zum Starten der Anlage wurden der
Elektromotor und die Schlauchpumpe eingeschaltet. Das Begasen der
UberlaufgefaRe mit Stickstoff erfolgte letztlich, um die verbleibende Luft aus dem

System zu verdréngen.
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Tab. 2.3: Zusammensetzung der Beutel-Einwaagen in den vier RUSITEC-Versuchen.

Bestandteile V1,V2,V3 V4
Grassilage 7,339

Maissilage - 7,339
Kraftfutter 1 0,52 ¢ 0,52 ¢
Kraftfutter 2 3,149 3,14 ¢
Summe 119 1149

2.2.1.1 Herstellung der RUSITEC-Pufferlésungen

Es wurden taglich drei Pufferlosungen hergestellt, die sich nur in der
Konzentration der enthaltenen FS unterschieden (Tab. 6.1). Aufgrund der
schlechten Ldoslichkeit der FS in Wasser musste fir die Herstellung eines
Puffervolumens von 5 | die abgewogene FS in 4 ml Ethanol (99,8%) vorgelost
werden. Zusatzlich wurde nach Zugabe von ca. 1 | Ag. dest. die FS unter Ruhren
in einem Ultraschallbad (Transsonic T/700, EIma® GmbH& Co. KG, D-78224
Singen) gelést. Dem Kontroll-Puffer wurde die gleiche Menge Ethanol hinzugefigt.
Alle drei Pufferlésungen enthielten 0,08% Ethanol. Durch die Perfusion der
Fermenter mit taglich 750 ml der RUSITEC-Puffer ergaben sich die FS-

Dosierungen von 3,38 mmol-d™* und 6,76 mmol-d.

2.2.2 Tagliche Bedienung der RUSITEC-Anlage

2.2.2.1 Aquilibrierungsphase

Zur Uberwachung der Stabilitit des Systems und der anaeroben Bedingungen
wurden zunéchst taglich der pH-Wert und das Redoxpotential in der flissigen
Phase jedes Fermenters bestimmt. Es erfolgte ebenfalls eine Bestimmung des
Volumens der uber 24 h gesammelten Fliissigkeit in den UberlaufgefalRen mit Hilfe
eines 1000 ml Messzylinders. Nach einer Inkubationszeit von 24 h nach der
Inokulation wurde der mit frischem, festem Panseninhalt gefiillte Nylonbeutel
gegen einen mit substratgefillten Beutel ausgetauscht. Ab diesem Zeitpunkt
wurden die Nylonbeutel alternierend im 24 h-Intervall gegen substratgefiillte
Beutel ersetzt, woraus sich fir jeden Beutel eine Verweilzeit von 48 h im
Fermenter ergab. Die Nylonbeutel wurden nach der Entnahme zweimal flr jeweils
zwei Minuten in 40 ml vorgewarmter (39°C) RUSITEC-Pufferldsung in einem

Polyethylen-Beutel (15 cm x 30 cm) ausgequetscht, um die partikelassoziierten
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Mikroorganismen abzulosen. AnschlieRend wurden diese mit der Flussigkeit

zuriick in die Fermenter gegeben.

An Tag 1 der Aquilibrierungsphase wurden auBerdem 9 ml (V1-3) bzw. 30 ml (V4)
der Fermenterflussigkeit fur die SSCP-Analyse der flissigkeitsassoziierten
Mikroorganismen (liquid associated microorganisms, LAM) enthommen und auf
Eis gelagert. Fur die Quantifizierung der Protozoa wurde 1 ml Fermenterfllssigkeit
mit einer Pipette entnommen, und zur Fixierung im Verhaltnis 1:1 mit Methylgrin-
Losung (Tab. 6.1) gemischt. Bis zur Zahlung wurden die Proben in Dunkelheit

gelagert.

Die Versorgung der Fermenter mit der entsprechenden Variante der frisch
hergestellten RUSITEC-Pufferlésung wurde sichergestellt. Zur Aufrechterhaltung
anaerober Verhaltnisse im RUSITEC-System musste der Sauerstoff, der bei
jedem Offnen in die Fermenter gelangt war, wieder verdrangt werden (CZERKAWSKI
1986). Zu diesem Zweck wurden die UberlaufgefaRe abschlieRend mit Stickstoff
begast.

2.2.2.2 Versuchsphase

Wahrend der Versuchsphase erfolgte, wie bereits in der Aquilibrierungsphase
beschrieben, die tagliche Bestimmung des pH-Werts, des Redoxpotentials, des
Flussigkeits-Volumens in den UberlaufgefaRen, sowie der Wechsel der
Nylonbeutel. Fir die Analyse der Verdaulichkeit der organischen Substanz (OS),
des Rohproteins (XP) und der sauren und neutralen Detergenzienfasern (ADF und
NDF) wurden die Nylonbeutel nach der Enthahme aus den Fermentern bei 65°C
im Trockenschrank UN getrocknet. AnschlieBend wurden die Uber die Tage 7-13
gesammelten Futterreste jedes Fermenters vereinigt und danach fiir die Weender
Rohnahrstoff-Analyse aufbereitet (Kapitel 2.2.3.6).

Es wurden 7 ml bzw. 3 ml der Uberlauffliissigkeit fur die Bestimmung der
Konzentrationen der SCFA und des Ammoniaks entnommen, und in luftdicht
verschlossenen Glasflaschchen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
eingefroren. Das Uber 24 h im Gasbeutel gesammelte Gas wurde mit Hilfe eines
Trommelgaszahlers (Ritter Apparatebau GmbH &Co. KG, D-44892 Bochum)
quantifiziert. Fur die spatere Analyse des Gases auf seine Bestandteile wurden

Proben in evakuierte Blutentnahme-Roéhrchen (Typ VF-109SP, Venosafe, Terumo,
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D-65760 Eschborn) mittels einer Kanule (Sterican Gr.12, @ 0,70 mm x 30 mm,
Braun Melsungen AG, D-34209 Melsungen) abgefullt. Fir die spatere Normierung
des Gasvolumens wurden aufl3erdem taglich die Raumtemperatur und der

Luftdruck notiert.

Aus der Fermenterflissigkeit wurden fir die Gewinnung der LAM fir die
Bestimmung der mikrobiellen Proteinsynthese taglich 20 ml entnommen und bei
-20°C eingefroren. Am Ende des RUSITEC-Versuchs wurden die fir jeden
Fermenter gesammelten Proben lber die gesamte Versuchsphase vereinigt und

danach wie in Kapitel 2.2.3.5 beschrieben aufbereitet.

Fur die Tage 7 und 14 erfolgte die Probenentnahme zur Quantifizierung der
Protozoa wie im Abschnitt Aquilibrierungsphase beschrieben. An Tag 14 wurden
zudem 9 ml (V1-3) bzw. 30 ml (V4) aus jedem Fermenter fur die SSCP-Analyse
der LAM entnommen und anschlieRend auf Eis gelagert.

Die zwei Beutel an Tag 14 dienten der Gewinnung der an die Futterpartikel
gebundenen Mikroorganismen (solid associated microorganisms, SAM) zum einen
fur eine SSCP-Analyse und zum anderen genau wie die LAM fiir die Bestimmung

der mikrobiellen Proteinsynthese (Kapitel 2.2.3.5).

AP VP
| Pansen-Mikroorganismen | X X
| Protozoa | X| X X X

Verdaulichkeit

[mikrobielle Proteinsynthese l

Gasproben/-volumen

x| x| x| x| x| x| x| x
| scra |l X x| x| x| x|x|x|x]|x
overtaut]| [ X [ X [ x| x [ x| xix|x|x|x|[x|x|x]|x
[ Redoxpotentiat [l X [ X | X | X [ x| X | xix| x|x|x]|x|x|x]|x
ol X | x| x [ x| x| x| xix| x| x| x]|x]x]|x]x
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
t Tage
Inokulation

Abb. 2.3: Schema zur Probenentnahme wéahrend Aquilibrierungsphase (AP) und Versuchsphase
(VP) eines RUSITEC-Versuches (Inokulation = Starttag des Versuches).
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2.2.3 Analytische Methoden

2.2.3.1 pH-Wert und Redoxpotential

Die Bestimmungen des pH-Wertes und des Redoxpotentials erfolgten taglich vor
dem Beutelwechsel in der flissigen Phase jedes Fermenters. Der pH-Wert wurde
Uber 30 s mit einem pH-Meter (Digital-pH-Meter 646, Knick GmbH & Co. KG,
D-14163 Berlin) und einer pH-Elektrode (InLab® Routine, Mettler-Toledo GmbH,
D-35353 Giel3en) gemessen. Taglich wurde dafir vor der ersten Messung das pH-
Meter fur den pH-Wert von 4,01 und 7,00 (pH-Pufferldosungen, Mettler-Toledo
GmbH, D-35353 GielRen) kalibriert. Im Anschluss wurde das Redoxpotential [mV]
Uber 60 s mit Hilfe eines pH-Meters (Digital-pH-Meter 646, Knick GmbH & Co. KG,
D-14163 Berlin) und einer Redox-Elektrode (InLab® 501 bzw. InLab® Redox Pro,
Mettler-Toledo GmbH, D-35353 Giel3en) erfasst.

2.2.3.2 Bestimmung der Konzentration der SCFA

Die Konzentrationen der SCFA Acetat, Propionat, Butyrat, Isovalerat und Valerat
wurden gaschromatographisch (Gaschromatograph 5890 Series I1l, Hewlett
Packard, D-71034 Boéblingen) bestimmt. Dafir wurden die tiefgefrorenen Proben
aus der Uberlauffliissigkeit (Kapitel 2.2.2) bei 4°C iN im Kiihlschrank aufgetaut.
Die Proben wurden 20 min bei 4°C und 40.000 g zentrifugiert (Rotor SM24,
Sorvall® RC-5C, Sorvall Instruments, Du Pont Company, Wilmington, USA). Vom
Uberstand wurde 1 ml abgenommen, mit 100 pl 98%-iger Ameisensaure versetzt
und vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min folgte ein zehnminutiger
Zentrifugationsschritt bei 4.000 g (Minifuge 2, Heraeus-Christ GmbH, D-38835
Osterode). Vom Uberstand wurde 1 ml in luftdicht verschlieRbare Rollrand-
Ampullen (Agilent Technologies GmbH & Co. KG, D-76337 Waldbronn) Uberflhrt.

Fur die Gaschromatographie wurde eine von Hand gestopfte Trennsaule aus Glas
(L&nge: 1,8 m; @ innen: 2 mm) verwendet. Als Trennmaterial diente Chromosorb
WAW 80/100 mesh, mit 20% Neopentyl-Glycol-Succinat (NPGS) und
2% ortho-Phosphorséaure (Analyt-MTC Messtechnik GmbH, D-79379 Mdullheim).
Der Tab. 2.4 sind die Bedingungen der gaschromatographischen Analyse zu
entnehmen. Nach jeder zehnten Probe wurde ein externer Standard (Merck
KGaA, D-64271 Darmstadt) gemessen, wodurch eine Berechnung der

Konzentrationen der einzelnen SCFA [mmol-"}] in der Uberlauffliissigkeit méglich
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war. Die Produktionsraten [mmol-d™] fiir Acetat, Propionat, Butyrat, Isovalerat und
Valerat wurden mit Hilfe der Giber 24 h gesammelten Uberlaufvolumina [ml-d™]
ermittelt. Zusétzlich wurden die molaren Anteile der einzelnen SCFA an der

gesamten Menge der SCFA berechnet.

Tab. 2.4: Bedingungen fir die Gaschromatographie.

Konditionierung 24 h bei 240°C
Ofentemperatur 130°C
Injektionsblock 225°C

FID 250°C
Tragergas (N,) 25 mi/min
Wasserstoff 30 mi/min
Synthetische Luft 420 ml/min
Injektionsvolumen 1u
Wiederholungen 2 Einspritzungen
Analysenlaufzeit ca. 9 min

2.2.3.3 Bestimmung der Ammoniak-Konzentration

Die Bestimmung der Ammoniak-Konzentration in der Uberlaufflissigkeit und in der
RUSITEC-Pufferlésung wurde photometrisch mit der Harnstoff Ammoniak-Test-
Combination (Roche Diagnostics, D-68305 Mannheim) durchgefuhrt. Dieser
Nachweis beruht auf der Berthelot-Reaktion. Ammoniak bildet dabei in
Anwesenheit von Hypochlorit und Phenol einen blauen Farbstoffkomplex, dessen
Absorption im Photometer (DU 640, Beckman Coulter GmbH, D-47807 Krefeld)

bei einer Wellenlange von 546 nm messbar ist.

2.2.3.4 Bestimmung der Anteile des CO; und des CH4 in den Gasproben

Die taglich genommenen Gasproben wurden freundlicherweise im Institut fur
Siedlungswasserwirtschaft und Abfalltechnik (ISAH) der Leibniz Universitat
Hannover auf die Anteile des CO, und CH,; gaschromatographisch (GC 2014,
Shimadzu Europa GmbH, D-47269 Duisburg) unter Verwendung eines
Warmeleitfahigkeitsdetektors TCD analysiert. Verwendet wurde eine mit Porapak
Q (Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim) gefillte Glassaule (Lange: 2,1 m, @
innen: 3 mm, @ aullen: 5 mm). Als Tragergas diente Helium. Unter Zuhilfenahme
des gemessenen Gasvolumens konnten die taglichen Produktionsraten fir CO,
und CH,4 [ml-d™}] fir Normalbedingungen (0°C, 1013 hPa) berechnet werden.
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2.2.3.5 Bestimmung der mikrobiellen Proteinsynthese

Der natiirlich vorkommende Stickstoff besteht hauptséchlich aus dem Isotop *N.
Das ebenfalls stabile Isotop >N macht nur einen Anteil von 0,3663% aus. Zur
Bestimmung der mikrobiellen Proteinsynthese wurde das Isotop °N als
Tracersubstanz fur die Markierung der Mikroben eingesetzt, indem mit der
Pufferldsung ein hoherer *N-Anteil als natiirlich verfiigbar zugefiihrt wurde. Dies
wurde durch die Zugabe von 0,7 mmol-I* NH,CI (Tab. 6.1) mit einem °N-Anteil
von 10 Atom% realisiert. Nach der Aufbereitung der Proben wurde der erreichte
>N-Anteil in den Futterresten, in der Fermenterflissigkeit und in den sog.
Referenzmikroben der LAM und SAM gemessen.

Aufbereitung der Proben

Zur Ablésung der SAM von den Futterpartikeln wurde Methylcellulose eingesetzt
(MINATO et al. 1966). Die letzten zwei Nylonbeutel an Tag 14 wurden zunachst in
150 ml vorgewarmter Methylcellulose-Lésung (Tab. 6.1) bei 39°C fur 45 min
inkubiert. Nach der Zugabe von 200 ml 4°C kalter Methylcellulose-L6sung schloss
sich eine vierstindige Inkubation der Beutel bei 4°C an. Die Beutel wurden gut
ausgequetscht und der Inhalt verworfen. Von der grinlich verfarbten
Methylcellulose-Ldsung, die die abgelosten SAM enthielt, wurden 9 ml (V1-3) bzw.
30 ml (V4) fur die SSCP-Analyse (Kapitel 2.2.3.8) abgenommen. Die Differential-
zentrifugation (BRANDT & ROHR 1981) erfolgte anschlielend zur Isolierung der
Referenzmikroben fir die restliche Losung der SAM und fir die Uber die
Versuchsphase vereinigten Proben der LAM. Alle Zentrifugationsschritte wurden
bei 4°C durchgefihrt.

Nach der ersten Zentrifugation bei 2.000 g fiir 5 min (Rotor SS34, Sorvall® RC-5C,
Sorvall Instruments, Du Pont Company, Wilmington, USA) wurde der Uberstand
bei -20°C UN eingefroren. Dieser wurde danach im Kihlschrank aufgetaut und
einer zweiten Zentrifugation bei 2.000 g fur 5 min unterzogen. Wiederum wurde
der Uberstand abgenommen, in eine neues Zentrifugen-Rohrchen Uberfuhrt und
das Pellet verworfen. Es folgte eine Zentrifugation bei 27.500 g fur 15 min.
AnschlieRend wurde der komplette Uberstand der LAM-Proben fir die spatere
Analyse des '°N-Anteils in der Fermenterfliissigkeit abgenommen. Die von
Futterpartikeln reine Mikrobenmasse der SAM und LAM bildete nun das Pellet,
welches mit 10 ml 0,9%-iger NaCl-Losung gewaschen und bei 27.500 g fir 15 min
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zentrifugiert wurde. Nach erneutem Waschen des Pellets wurde die letzte
Zentrifugation wiederholt, der Uberstand verworfen, das Pellet in neue
Probengefal3e Uberfuhrt, gewogen und bei -20°C eingefroren. Fir die Bestimmung
der **N-Anreicherung im Massenspektrometer musste nicht nur die Mikroben-
masse, sondern auch 60 ml des abgenommenen Uberstandes der zentrifugierten
Fermenterflissigkeit gefriergetrocknet (Institut fur Tiererndhrung, Friedrich-
Loeffler-Institut, Braunschweig) und danach mit einem Glasstab staubfein

zerrieben werden.

Die '°N-Anreicherung in den Futterresten, der Fermenterfliissigkeit und der
Referenzmikroben (SAM, LAM) wurde mit einem Massenspektrometer
(TracerMAT, Thermo Fisher Scientific GmbH, D-63303 Dreieich) nach Veraschung
in einem Elementaranalysator (EA 1108, Fisons Instruments GmbH, D-55252
Mainz-Kastel) im Institut fir Tierernahrung der Universitat Hohenheim in Stuttgart
gemessen. Auch der tatsachliche *>N-Anteil in dem verwendeten angereicherten
NH4Cl wurde verifiziert, und lag bei 11,2 Atom% statt 10 Atom%.

Berechnung der mikrobiellen Proteinsynthese

Basierend auf den Ergebnissen von BOGUHN et al. (2006) wurde in dieser Studie
ebenfalls NH4Cl mit einem '°N-Anteil von 10 Atom% (0,7 mmol-I*) appliziert.
Daher konnte davon ausgegangen werden, dass in dieser Untersuchung ebenfalls
nach sieben Tagen ein Plateau zur Anreicherung der Referenzmikroben mit N
erreicht wurde. Der taglich von den LAM assimilierte Stickstoff (N am) wurde mit
der Formel in Abb. 2.4 berechnet.

15 15
N< - N t -1
Nyaw = 15;21 ot [mg-d”]
Plateau
5Ny, 15N-Menge, die in die FermentationsgefalRe mit dem Puffer (errechnet auf der Basis der

taglich infundierten Pufferlésung und des analysierten 15N-Gehalts in NH,4Cl) und dem
Substrat (ausgehend von einem natlrlichen Anteil von 0,3663% des Isotops °N am
gesamten N) gelangt.

Nout: 15N-Menge in  der Fermenterfliussigkeit und den entnommenen Futterresten
(ausgenommen des 1°N der Referenzmikroben; ug-d-1).

BNpjateau:  °N-Anteil am gesamten N der isolierten LAM-Referenzmikroben zwischen Tag 7 und
Tag 14 [ug **N-(mg N)7].

Abb. 2.4: Formel zur Berechnung des von den LAM assimilierten Stickstoffs.
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Zur Ermittlung des taglich assimilierten Stickstoffs durch die SAM (Nsam) wurde
der Rechenweg in Abb. 2.5 gewahlt. Die synthetisierten Mengen des mikrobiellen
Proteins von LAM bzw. SAM wurden durch Multiplikation von Ny am bzw. Nsam mit
6,25 unter der Annahme eines Protein-Stickstoffgehalts von 16% berechnet. Das
insgesamt synthetisierte Mikrobenprotein ergibt sich aus der Summe des LAM-
und SAM-Proteins.

(lSNFR _15N t) : NFR -1
Ngam = na mg -d
AN (lSNSAM _15Nnat) [ ? ]

I5Ngg: bestimmter 1°N-Anteil in den Futterresten [%].
BNpat: naturlicher ®N-Anteil von 0,3663%.
NEr: N-Menge in den Futterresten [g-d-1].

5Ngam:  bestimmter 15N-Anteil in den SAM-Referenzmikroben [%].

Abb. 2.5: Formel zur Berechnung des von den SAM assimilierten Stickstoffs.

Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese

Aus der Division des gesamten synthetisierten Proteins [mg-d™?] durch die
fermentierte OS [mg-d™] wurde die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese
(EMP) errechnet. Sie gibt die gesamte Menge des mikrobiell synthetisierten
Proteins pro kg abgebauter OS (Kapitel 2.2.3.6) an.

2.2.3.6 Bestimmung der Verdaulichkeiten der Rohnahrstoffe

Die Weender Rohnahrstoff-Analyse des Futters (Tab. 2.2) und der Futterreste
wurde im Institut fur Tiererndhrung der Universitdt Hohenheim durchgefiihrt. Es
wurden der Gehalt der Rohasche (XA), der organischen Substanz (OS), des
Rohproteins (XP), der neutralen (NDF) und der sauren Detergenzienfaser (ADF)
untersucht (VDLUFA 2006). Die Verdaulichkeiten der Futterreste nach 48 h
Inkubation im Fermenter konnte anhand der Ergebnisse der Analyse unter
Verwendung eines Standards (unverdautes Futter) berechnet werden. Weil die
SAM, genau wie die Futterreste mit denen sie assoziiert sind, einen organischen
Anteil besitzen, ergibt sich ein zu niedriger Wert fir die Verdaulichkeit der OS. Die

tatsdchliche OS der Futterreste wurde daher bestimmt, indem die Differenz der
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analysierten OS und der OS der SAM (OSsaw) gebildet wurde (BOGUHN et al.
2006). Die OSsam wurde mit der Formel in Abb. 2.6 berechnet. Es wurde ebenfalls

eine Korrektur der Verdaulichkeit des XP vorgenommen.

OSgpy = (Nif“” -100] .093 - (% : 100} .093-012 [mg-d’]

Nsam: N-Menge, die taglich von den SAM gebildet wurde [mg-d-1].
N: gemessener N-Anteil in den SAM [%)]
0,93: bestimmter Anteil der TS in den SAM.
0,12: bestimmter Anteil der XA in den SAM.

Abb. 2.6: Formel zur Berechnung der organischen Substanz (OS) der SAM.

2.2.3.7 Quantifizierung der Protozoa

Die in Methylgrin-Lésung fixierten Protozoa wurden zuerst gut gemischt und 1:3
mit Aqg. dest. verdinnt. Insgesamt ergab sich daher eine Verdinnung der
Originalprobe von 1:6. Die Proben wurden anschlieBend unter einem
Lichtmikroskop (BH-2, Olympus Europa Holding GmbH, D-20097 Hamburg) bei
160-facher VergroRerung mit Hilfe einer McMaster Zahlkammer mit drei
Zahlfeldern (Mal3e eines Zahlfeldes: 2,0 cm x 1,8 cm x 0,15 cm, Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG, D-97922 Lauda Konigshofen) unter Verwendung eines Okulars
mit Netzmikrometer quantifiziert. Mit Hilfe eines Objektmikrometers wurde vor der
ersten Zahlung die Seitenldnge des Quadrats des Netzmikrometers von 0,05 cm
ermittelt. Das Volumen der ausgezéahlten 40 Quadrate betrug daher 0,015 ml. Die
Zahl der Protozoa pro Milliliter in der Fermenterflissigkeit ergibt sich aus der
Formel in Abb. 2.7.

P=VF-P, 1 [Anzahl - ml™]
0,015
VF: Verdinnungsfaktor.

P4o:  Anzahl Protozoa in 40 Quadraten.

Abb. 2.7: Formel zur Berechnung der Anzahl der Protozoa pro Milliliter Fermenterflissigkeit (P).
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2.2.3.8 Aufbereitung der LAM und SAM fiur die SSCP-Analyse

Die Proben der Mikroorganismen fir die SSCP-Analyse wurden unmittelbar nach
der Entnahme aufbereitet. Dabei wurden fur die LAM und SAM identische
Protokolle verwendet. Im Gegensatz zu V4 (Maissilage) erfolgte fur V1, V2 und V3
(Grassilage) eine Vereinigung der Proben, die aus mit gleicher FS-Konzentration
behandelten Fermentern (n=4) stammten. Die Aufbereitung der Proben erfolgte
durch eine einmalige Zentrifugation (Rotor SS34, Sorvall® RC-5C, Sorvall
Instruments, Du Pont Company, Wilmington, USA) fur 20 min und mit 27.255 g bei
4°C, um auch die Archaea in die Analyse mit einbeziehen zu kénnen, welche
Protozoa-assoziiert vorliegen (STumMm et al. 1982; VOGELS et al. 1980). Das Pellet
wurde dann in 4 ml 0,9%-iger NaCl-Lésung resuspendiert. AnschlieRend wurde
die Suspension portionsweise in flussigen Stickstoff getropft und die entstandenen

Kugeln bei -80°C bis zur DNA-Isolation gelagert.

2.2.3.9 Statistische Auswertung der RUSITEC-Versuche

Die biochemischen Ergebnisse aus den RUSITEC-Versuchen wurden mit dem
Programm GraphPad Prism® 4.0 fir Windows statistisch ausgewertet. Fir die
Uberprifung auf einen Behandlungseffekt durch FS wurde zunachst eine two-way
ANOVA fir jeden Versuch mit den Behandlungen Uber die gesamte
Versuchsphase durchgefuhrt. Im Abschnitt Fumarsaure und Grassilage (Kapitel
3.1) wurde dann basierend auf den Mittelwerten von vier Fermentern (x £ SEM,
n=4) eine Graphik fur drei ausgewahlte Tage der Versuchsphase (Tag 7, 10, 14)
der drei identischen Versuche (V1, V2, V3) erstellt. Fur V1, V2 und V3 wurde der
Einfluss des Faktors Versuch innerhalb der Kontrollen bzw. der FS-Behandlungen
fur die gesamte Versuchsphase ebenfalls mit Hilfe einer two-way ANOVA ermittelt.
Die Graphiken fir den Versuch mit Fumarsdure und Maissilage (Kapitel 3.2)

umfassten die Werte der gesamten Versuchsphase.

Die Ergebnisse zur mikrobiellen Proteinsynthese und zur Verdaulichkeit wurden in
V1, V2, V3 und V4 auf einen Behandlungseffekt durch FS mit der one-way
ANOVA untersucht.

Post Hoc wurde stets der Bonferroni-Test angewendet. Das Signifikanzniveau

wurde auf p<0,05 festgesetzt.
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2.3 Single-strand-conformation-polymorphism-(SSCP)-Analyse

Ursprunglich wurde die SSCP-Analyse in der Humanmedizin fur die Mutations-
forschung entwickelt, da damit Punktmutationen detektiert werden kénnen (ORITA
et al. 1989). Dabei werden, ahnlich einem DNA fingerprint, DNA-Bandenmuster
der Struktur einer mikrobiellen Population erzeugt. Mittlerweile findet die Methode
auch in anderen Bereichen Anwendung, darunter die Diversititsanalyse
mikrobieller Populationen (HuBY-CHILTON et al. 2001; KocH et al. 2006;
SCHMALENBERGER & TEBBE 2003). Die SSCP-Analyse diente in dieser Studie der
molekularbiologischen Untersuchung der mikrobiellen Gemeinschaften der
Doménen Archaea und Bacteria. Sie wurde fur die 16S rRNA-Gene der
Mikroorganismen in den Fermentern durchgefiihrt. 16S rRNA-Gene kodieren die
ribosomale RNA der 16S-Untereinheit und werden als evolutionare Chronometer
bezeichnet, da Unterschiede in den Nucleotid-Sequenzen verschiedener Spezies
Aufschluss Uber deren evolutionare Distanz und somit Uber deren phylogenetische
Beziehung geben (MADIGAN et al. 2000). Die molekularbiologische Untersuchung
der Nucleotid-Sequenzen von 16S rRNA-Genabschnitten liefert damit wichtige
Informationen Uber die Diversitat mikrobieller Gemeinschaften. Da es hierzu keiner
Kultivierung der Mikroorganismen bedarf, stellt die SSCP-Analyse insbesondere
fur die Untersuchung der unter anaeroben Bedingungen lebenden komplexen
mikrobiellen Gemeinschaft im Pansen oder den Fermentern der RUSITEC-Anlage

eine wertvolle Methode dar.

Zunachst wird die genomische DNA (gDNA) der Mikroorganismen extrahiert. Dann
werden zwei aufeinanderfolgende Polymerase-Kettenreaktionen (polymerase
chain reaction, PCR) durchgefuhrt, in der 16S rRNA-Genabschnitte der gDNA
amplifiziert werden. Die erste PCR dient der Selektion der zu untersuchenden
Mikroorganismen-Gruppe. Daflr werden gruppenspezifische Primer verwendet,
die an streng konservierten Regionen innerhalb der 16S rRNA-Gene binden, aber
einen Abschnitt Gberspannen, der sich durch eine hohe Diversitat zwischen den
Taxa auszeichnet (DOHRMANN & TEBBE 2004). Prokaryotische 16S rRNA-Gene
besitzen neun dieser variablen Regionen (V1 bis V9) (NEers et al. 1993). Im
zweiten Schritt schliel3t sich eine nested PCR an, bei der das PCR-Produkt der
ersten PCR als template (Matrize) verwendet wird. Das zweite Primerpaar liegt
daher zwischen dem ersten. Es entstehen dabei stets gleichlange Fragmente

(408 bp) der 16S rRNA-Gene aller in der Probe vorliegenden Mikroorganismen.
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Die Funktion dieser PCR ist dabei das Anhangen von Phosphat an das 5’Ende der
Amplifikate, was durch die Verwendung eines phosporylierten reversen Primers
realisiert wird. Das phosphorylierte 5’Ende wird dann von einer Exonuclease
erkannt, die den entsprechenden Strang selektiv verdaut. Die nun einzelstrangige
DNA (single strand DNA, ssDNA) bildet aufgrund von intramolekularen
Wechselwirkungen spezifische Sekundarstrukturen aus, die von der Nucleotid-
Sequenz des Fragments (Primarstruktur) abhangen. AnschlieBend erfolgt die
Auftrennung der einzelstrangigen DNA-Fragmente in einem nicht denaturierenden
Polyacrylamid-Gel, wobei das Wanderverhalten der Fragmente von der aus-
gebildeten Sekundarstruktur, dem Einzelstrang-Konformationspolymorphismus
(single strand conformation polymorphism), abhéngt, und nicht von der Grof3e des
Fragments (DOHRMANN & TEBBE 2004). Das Resultat sind SSCP-Profile, die die
Struktur einer mikrobiellen Gemeinschaft als genetischen ,,Fingerabdruck” zeigen.
Die verschiedenen Banden reprasentieren nicht nur verschiedene Mikro-
organismen-Arten. Da 16S rRNA-Gene auch intraspezifische Unterschiede in der
Nucleotid-Sequenz aufweisen kdnnen (CiLIA et al. 1996), kdnnen diese auch zur
Entstehung verschiedener Banden im SSCP-Gel fuhren und Informationen zur
intraspezifischen Diversitat liefern. Wichtig ist, dass es sich hierbei um eine rein
qualitative Untersuchung handelt, die nur Aussagen Uber die Prasenz einer

Mikroorganismen-Art zulasst, nicht aber Gber deren quantitatives Auftreten.

2.3.1 Isolation der genomischen DNA (gDNA)

Es wurden 120-500 pl der aufbereiteten Mikroorganismen (Kapitel 2.2.3.8) nach
langsamen Auftauen fur 5 min bei 13.000 g und 4°C (Megafuge 1.0 R, Heraeus
Instruments GmbH, D-63450 Hanau) zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden 30-70 mg des Mikroorganismen-Pellets zur Isolation der
gDNA eingesetzt. Dazu wurde das Pellet in 600 pl 1x TEN (Tris-EDTA-NaCl; Tab.
6.1) resuspendiert und die Probe in 2 ml Schraubgefal3e tberfuhrt, welche 0,5 g
Zirconia/Silica-Kugelchen (beads: 0,1 mm, Roth GmbH & Co. KG, D-76185
Karlsruhe) enthielten. Der Zellaufschluss erfolgte in zwei Schritten mechanisch
mittels bead beating im Ribolyser Cell Disrupter (Hybaid GmbH, D-69111
Heidelberg). Die gewéhlten Parameter waren 40 s bei 6,0 m's™ und 40 s bei
4,5 m's™. Zwischen beiden Schritten wurden die Proben 1 min auf Eis gekiihit.
Nach dem Abzentrifugieren der Kligelchen bei 13.000 g und 4°C fur 15 min, wurde
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der Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf? tberfuhrt. Es wurden 50 pl Lysozym-
Lésung (100 mg:ml™) und 10 pl RNase A zugegeben. Im Folgenden wurden die
Proben 30 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 15 pl 50°C
warmer SDS-Lésung (20%) und 10 pl Proteinase K-Lésung (20 mg-ml™), folgte im
Anschluss ein weiterer Inkubationsschritt im Wasserbad bei gleicher Temperatur
fur 1 h. 125 pl NaCl-Lésung (4 M) und 50 pl CTAB (Cetyltrimethylammonium-
bromid; 50°C warm) wurden hinzugefligt, die Proben gemischt und 10 min bei
65°C im Wasserbad erhitzt. Zur Fallung der denaturierten Proteine wurden die
Proben mit 780 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, durch Invertieren
vorsichtig vermischt und bei 13.000 g und 4°C fur 5 min zentrifugiert. Es kam zur
Bildung von zwei Phasen, wobei sich die prazipitierten Proteine in der Interphase
gesammelt haben und die DNA in der oberen wassrigen Phase geldst vorlag. Die
obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt und einem weiteren
Reinigungsschritt mit 780 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25:24:1)
unterzogen. Nach wiederholter Zentrifugation (13.000 g, 4°C, 10 min) wurde
erneut die obere Phase abgenommen. Die DNA wurde dann mit 500 pl
Isopropanol (100%) gefallt. Im Anschluss wurden die Proben bei 13.000 g und 4°C
fur 30 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde nach Verwerfen des Uberstandes
mit 950 pl Ethanol (80%) gewaschen und bei 13.000 g und 4°C fur 5 min
zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurde das DNA-Pellet bis zum
Resuspendieren in 15 pl TE-Puffer (tris-EDTA) bei Raumtemperatur (RT)
getrocknet.

2.3.2 Photometrische Quantifizierung der gDNA und der PCR-Produkte

Die isolierte gDNA sowie die PCR-Produkte der 1. PCR wurden in Quarzkivetten
mit einem minimalen Fullvolumen von 70 pl (Hellma GmbH & Co. KG, D-79371
Mulheim) quantifiziert (BioPhotometer, Eppendorf AG, D-22339 Hamburg). Dazu
wurde eine Verdinnung der Original-Probe mit DNase-freiem H,O erstellt (1:72).
Die DNA der Original-Probe wurde fur den Einsatz in der PCR auf eine

Konzentration von 25 ng-pl™ mit DNase-freiem H,O verdiinnt.

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese
Die Qualitat der gDNA sowie der spateren PCR-Produkte wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese in einem 0,8%-igem bzw. 1%-igem Agarose-Gel (Tab. 6.1) bei
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80V fur 1,5 h Uberprift. Das Gel wurde mit einer Mischung aus 2 pl des zum
Marker zugehorigen Ladepuffers und 3 pl Probe beladen. Fir die gDNA dienten
3 pl MassRuler™ DNA Ladder Mix und 3 pl A-Hind 11l als Marker. Fiir die PCR-
Produkte wurde der GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder und der 100 bp DNA Ladder
verwendet. Das Agarose-Gel wurde in einer Ethidiumbromid-Losung (Tab. 6.1)
zum Anfarben der aufgetrennten DNA 10 min geschwenkt (Belly Dancer®, Stovall
Life Science Inc., Greensboro, NC, USA) und danach 10 min mit Aqg. dest.
entfarbt. Unter Bestrahlung mit UV-Licht (Biometra Ti 1, Biometra GmbH, D-37079
Gottingen) wurden die Banden sichtbar gemacht. Die Detektion der Emission
erfolgte mit Hilfe des BioDocll™ (Biometra GmbH, D-37079 Géttingen). Die

Ergebnisse wurden fotographisch festgehalten.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der selektiven Amplifizierung zu
untersuchender Genabschnitte mit Hilfe von sequenzspezifischen Primern. Die
Tab. 2.5 zeigt die Primer, die zur Vervielfaltigung der 16S rRNA-Genabschnitte in
dieser Studie verwendet wurden (BoGUHN et al. 2010; GRORKOPF et al. 1998; LANE
1991; SCHWIEGER & TEBBE 1998; STAHL & AMANN 1991; WEISBURG et al. 1991).
Tab. 2.5: Primer fur 16S rRNA-Genabschnitte (AT = Annealingtemperatur; K=G/T; M=A/C; Y=C/T).

Die mit —Ph gekennzeichneten Primer dienten als reverse Primer in der nested PCR, diejenigen
ohne Phosphorylierung wurden fur die Reamplifikations-PCR verwendet.

Produkt-
Name des - N . AT groile
Primers Position | Doméane Sequenz (5'-3") [°C] (V-
Region)
Gruppenspezifische Primer
F27 fw * 8-27 Bacteria | AGAGTT TGATCM TGG CTC AG 50 | 1506 bp
R1492 rv* 1492-1513 | Bacteria | TAC GGY TACCTT GTTACGACTT | 50 | (V1-V9)
A109f fw ° 109-125 | Archaea | ACK GCT CAG TAA CAC GT 52 | 826 bp
A934b rv * 915-934 | Archaea | GTG CTC CCC CGC CAATTCCT 52 | (V2-V9)
Primer fir nested PCR (-Ph) und Reamplifikations-PCR
Com1 fw® 519-536 | Bacteria | CAG CAG CCG CGG TAATAC 50
Com2-Ph rv° 408 bp
. | 907-926 | Bacteria | CCG TCAATT CCTTTGAGTTT 50 | (V4-V5)
oder Com2 rv
Comim fw° 519-536 | Archaea | CAG CMG CCG CGG TAA YAC 56
408 bp
2m-Ph
com2m-Ph V1 517,926 | Archaea | CCG CCA ATT CCT TTAAGT TT 56 | (V4-V5)
oder Com2m

SG BOGUHN et al. 2010; * GRORKOPF et al. 1998; ' LANE 1991; ° SCHWIEGER & TEBBE 1998;
WEISBURG et al. 1991; * STAHL & AMANN 1991)
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Die Tabelle zeigt fur jedes Primerpaar, welche variablen Regionen (V-Region) des

16S rRNA-Gens uberspannt werden. Die Primer wurden von der Firma

Biomers.net GmbH (D-89077 Ulm) bezogen.

Die erste PCR wurde mit spezifischen Primerpaaren fur die Doméane der Bacteria
(F27 fw/R1492 rv) bzw. Archaea (A109f fw/A934b
Reaktionsansatz ist in Tab. 2.6 beschrieben. Fur jede Probe wurde ein Dreifach-

rv) durchgefihrt. Der

Ansatz gewahlt. Die verdiinnte gDNA (25 ng-pl™) wurde als template verwendet.
Die gewahlten Einstellungen im Thermocycler (Eppendorf AG, D-22339 Hamburg)
fur diese PCR sind der Tab. 2.7 zu entnehmen.

Tab. 2.6: Reaktionsansatz fur die PCR mit den gruppenspezifischen Primerpaaren fir die Bacteria
(F27 fw/R1492 rv) und die Archaea (A109f fw/A934b rv).

Bestandteile Volumen

DNase-freies H,O 20,375 yl
10x PCR Puffer 2,5 ul
dNTPs (je 10 mmol-ul™) 0,5 pl
fw Primer (50 pmol-pl™) 0,25 pl
rv Primer (50 pmol-pl™) 0,25 ul
HotStarTaq DNA Polymerase (5 U-pl™) 0,125 ul
gDNA (25 ng-pl™) 1l
Gesamtvolumen 25l

Tab. 2.7: Temperaturprofil der PCR mit den gruppenspezifischen Primerpaaren.

Schritt Temperatur | Dauer [min] | Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C

Initiale Denaturierung 95°C 15:00
Denaturierung 94°C 1:00

Annealing s. Tab. 2.5 1:00 30x
Elongation 72°C 1:10

Finale Elongation 72°C 5:00

Die Uberprifung der PCR-Produkte auf ihre korrekte GroRe erfolgte in einem
1%-igem Agarose-Gel. Die Quantitat der PCR-Produkte wurde photometrisch
bestimmt (Kapitel 2.3.2). In einer sich anschlieRenden nested PCR wurden die
PCR-Produkte der 1. PCR als template in einer Konzentration von 25 ng-pl™*
eingesetzt (Tab. 2.8). Auch hier wurde flr jede Probe ein dreifacher Ansatz
gewahlt. Es wurden phosphorylierte Primer verwendet (erkennbar in Tab. 2.5 an
dem Zusatz -Ph). Das Temperaturprofil flr die nested PCR ist der Tab. 2.9 zu
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entnehmen. In allen Negativkontrollen der PCR wurde das template durch DNase-
freies H,O ersetzt. Die dreifachen Ansétze der PCR-Produkte wurden nach der
nested PCR zu einem Gesamtvolumen von 150 pl vereinigt und in einem 1%-igem

Agarose-Gel Uberpruft.

Tab. 2.8: Reaktionsansatz fur die nested PCR.

Bestandteile Volumen
DNase-freies H,O 41,75 pl
10x PCR Puffer 50ul
dNTPs (je 10 mmol-pl™) 1,0 pl
fw Primer (50 pmol-pl™) 0,5l
rv Primer (50 pmol-pl™) 0,5l
HotStarTaq DNA Polymerase (5 U-pl™) 0,25l
PCR-Produkt aus 1. PCR (25 ng-ul™) 1l
Gesamtvolumen 50 pl
Tab. 2.9: Temperaturprofil der nested PCR.
Schritt Temperatur | Dauer [min] | Zyklen
Aufheizen des Deckels 105°C -
Initiale Denaturierung 95°C 15:00
Denaturierung 94°C 0:45
Annealing s. Tab. 2.5 0:45 25x
Elongation 72°C 1:00
Finale Elongation 72°C 5:00
2.3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten und photometrische

Quantifizierung
PCR-Produkte der
microcentrifuge protocol des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen GmbH,

Die Aufreinigung der nested PCR wurde nach dem
D-40724 Hilden) durchgefihrt. Aufgrund des Probenvolumens von 150 pl musste
nach Zugabe von 750 ul PB-Puffer der erste Zentrifugationsschritt zweimal
erfolgen. Eluiert wurden die Proben in 50 ul EB-Puffer. Die aufgereinigten Proben
wurden abweichend vom obigen Protokoll photometrisch quantifiziert. Es wurde
die DNA-Konzentration der gesamten Probe unter Verwendung von Einmal-
Kiivetten (UVette®, Eppendorf AG, D-22339 Hamburg) bestimmt. Basierend auf
den Ergebnissen wurde im Anschluss eine Verdinnung der Proben auf eine
Konzentration von 38 ng-pl™ in einem Gesamtvolumen von 26 pl (d.h. insgesamt
ca. 1000 ng DNA) erstellt.
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2.3.6 Einzelstrangverdau

Der Reaktionsansatz fur den Einzelstrangverdau der doppelstrdngigen DNA
(dsDNA) ist in Tab. 2.10 dargestellt. Die Proben wurden gut vermischt und dann
45 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Tab. 2.10: Reaktionsansatz fiir den Einzelstrangverdau.

Bestandteile Volumen

DNase-freies H,O 9,5 ul
10x A-Exonuclease-Puffer 4,0 ul
A-Exonuclease (5000 U-ml™) 0,5 pl
dsDNA 26,0 pl
Gesamtvolumen 40 pl

2.3.7 Aufreinigung der ssDNA

Die Aufreinigung der ssDNA wurde nach dem microcentrifuge protocol des
MinElute PCR Purification Kits (Qiagen GmbH, D-40724 Hilden) durchgefihrt.
Nach der einminitigen Inkubation bei RT, wurde die ssDNA in 10 ul EB-Puffer
eluiert. Die aufgereinigte ssDNA stand nun fur die Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese bereit.

2.3.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-(PAA)-Gelelektrophorese wurde unter Verwendung des
DCode™ Universal Mutation Detection Systems (BioRad GmbH, D-80939
Minchen) durchgefihrt. Als Vorbereitung fir jede Elektrophorese wurden
zunéachst zwei Polyacrylamid-Gele (0,75 mm Spacer — 0,75 mm dinn) gegossen.
Ein Gel wurde vertikal zwischen zwei Glasplatten (kleine Tréagerplatte: 20 cm x
20 cm, groRRe Platte: 20 cm x 22,4 cm) gegossen, die zuvor mit unterschiedlichen
Lésungen beschichtet wurden. Die Bind Silane Lésung (Tab. 6.1), die auf die
Tragerplatte aufgetragen wurde, verbessert die Hafteigenschaft des Gels an
dieser Platte, wohingegen die PlusOne Repel Silane Lésung die Ablésung des
Gels von der grol3en Platte erleichtert. Die Zusammensetzung des PAA-Gels ist in
Tab. 2.11 aufgefihrt.

Nach der Polymerisation fiir 2 h wurden die Gele in das DCode™ Universal
Mutation Detection System eingebaut. Vor dem Beladen der Geltaschen wurden
10 pl der Probe mit 8 ul SSCP-Ladepuffer (Tab. 6.1) versetzt und die Proben
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danach zuerst 2 min bei 95°C im Wasserbad denaturiert und 3 min auf Eis
gelagert. Zu beiden Seiten der Proben wurde 7 ul eines Speziesstandards (Tab.
6.1) aufgetragen. Dieser wurde freundlicherweise von Dr. M. Witzig (Universitat
Hohenheim) zur Verfugung gestellt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE (Tris-Borat-
EDTA) verwendet. Die Elektrophorese wurde fur 22,5 h bei einer Spannung von
300 V und 20°C durchgefuhrt.

Tab. 2.11: Zusammensetzung eines 0,625x PAA-Gels.

Bestandteile Volumen

MDE®-Gel Solution 7,8 ml
10x TBE 2,5mil
Aqg. bidest. 14,7 ml
TEMED 10 pl
40% APS 25 pl

2.3.9 Silbernitratfarbung

Zum Zweck der Visualisierung der DNA-Banden wurden die PAA-Gele nach der
Elektrophorese mit Silbernitrat angefarbt. Zun&chst wurde das Gel auf der
Tragerplatte nach Entfernen der groRen Glasplatte 30 min in 10%-iger Essigsaure
auf einem Schuttler bei 52 rpm (Typ 3017, GFL GmbH, D-30938 Burgwedel)
inkubiert. Nach dem dreimaligen Auswaschen der Essigsaure mit Aqg. bidest. fur
jeweils 5 min, wurde das Gel 30 min mit 500 ml Silbernitrat-L6sung (Tab. 6.1) im
Dunkeln auf dem Schittler gefarbt. Vor der Zugabe von 600 ml Entwicklerldsung
(Tab. 6.1) wurde das Gel ca. 1 min mit Ag. bidest. gespult. Der Entwicklungsschritt
bestand anschliel3end aus zwei Phasen. Bei Erreichen der gewtuinschten Banden-
intensitat wurde das Gel 5 min in 10%-iger Essigsaure fixiert und anschliel3end mit
Ag. bidest. gespult. Uber Nacht wurden die SSCP-Gele unter dem Abzug
getrocknet. Zur Auswertung wurden sie mit Hilfe eines Durchlichtscanners
(ScanMaker i800, Mikrotek, D-47877 Willich) digitalisiert.

2.3.10 Analyse des Bandenmusters und statistische Auswertung

Unter Verwendung der Software GelComparll (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgien) konnten die Bandenmuster verglichen und auf Homologien
untersucht werden. Zunachst wurde mit dem ,rolling disk“-Mechanismus eine
Subtraktion des Hintergrundes vorgenommen. Anschlieend wurde eine

Clusteranalyse der densitometrischen Kurven der Spuren mit dem Pearson
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product-moment Korrelations-Koeffizienten durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde in
Form eines Dendrogramms dargestellt, indem die Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages (UPGMA) angewendet wurde. Die Bandenmuster der
Spuren werden dabei aufgrund des Grads ihrer Ahnlichkeiten [%)] verglichen und

gruppiert (Clusterbildung).

Die statistische Auswertung der SSCP-Profile wurde basierend auf der
Ahnlichkeitsmatrix ~der Clusteranalyse vorgenommen. Es wurde der
Permutationstest zur Identifizierung von Behandlungseffekten und Zeiteffekten
angewendet (V1-3: n=3; V4. n=4). Verwendet wurde daflr das Programm
Permanova (ANDERSON 2001; ANDERSON & RoOBINSON 2003). Da fur diese
Untersuchung meistens nur drei Beobachtungen pro Behandlung vorlagen, wére
fur p<0,1 eine zu hohe Anzahl an Permutationen notwendig gewesen (ANDERSON
2005). Daher wurde als Alternative eine Monte-Carlo-Simulation nach ANDERSON &
RoBINSON (2003) durchgefihrt, mit der signifikantere Monte Carlo p-Werte (puc)
generiert wurden. Das Signifikanzniveau wurde auf puc<0,05 festgesetzt. Nach
der Ermittlung eines Behandlungseffektes wurde ein paarweiser Vergleich
(pair-wise a posteriori comparison) der einzelnen Behandlungen durchgefthrt.
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2.4 Identifikation einzelner Banden aus dem SSCP-Gel

Um Informationen Uber die phylogenetische Zuordnung der Nucleotid-Sequenzen
bzw. der Mikroorganismen zu gewinnen, die sich hinter einer Bande verbergen,
oder diejenigen Mikroorganismen zu charakterisieren, die fur Veranderungen in
der Population verantwortlich sind, wurden die entsprechenden Banden aus dem
SSCP-Gel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Das SSCP-Gel wurde
hierfir auf einem Leuchttisch (White Light 2000, BioRad GmbH, D-80939
Minchen) ausgeleuchtet. Die ausgeschnittene Bande wurde in ein

Reaktionsgefald tberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

2.4.1 Crush & Soak-Methode (SAMBROOK & RUSSEL 2001)

Zu der aus dem SSCP-Gel ausgeschnittenen Bande wurde 50 pl 37°C warmer
Crush & Soak-Puffer (Tab. 6.1) gegeben. Nachdem das Gelstiick weicher
geworden war, wurde es mit der Pipettenspitze in mehrere Stlcke zerteilt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C fir 3 h bei ca. 600 rpm in einem Thermomixer
(Thermomixer comfort, Eppendorf AG, D-22339 Hamburg). Von der
Uberstehenden Flussigkeit wurden 40 pl in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.
Hierzu wurde zum Fallen der gelosten DNA 80 pl 96%-iges Ethanol gegeben.
Nach dem Invertieren wurde der Fallungsschritt UN bei -20°C durchgefihrt. Die
anschlieende Zentrifugation fand bei 4°C fur 15 min und 13.000 g statt. Nach der
Abnahme des Uberstands wurde das DNA-Pellet 20 min bei 37°C getrocknet und
in 12 pl DNase-freiem H,O resupendiert. Die Konzentration der ssDNA wurde
photometrisch bestimmt (Kapitel 2.3.2). Die Proben wurden fur den Einsatz in der
nachfolgenden Reamplifikations-PCR auf eine Konzentration von 25 ng-pl™* mit

DNase-freiem H,O verdinnt.

2.4.2 Reamplifikations-PCR

Vor der Klonierung musste die ssDNA, die die ausgeschnittene Bande gebildet
hatte, reamplifiziert werden, so dass gentigend dsDNA zur Verfiigung stand. Dafur
wurden die Primer der nested PCR der entsprechenden Mikroorganismen-Gruppe
verwendet, wobei die reverse Primer jedoch keinen Phosphat-Rest aufwiesen
(Tab. 2.5). Dieser héatte sich bei der Ligationsreaktion stérend auswirken kénnen.
Der Reaktionsansatz fir die PCR ist Tab. 2.12 zu entnehmen. Fir jede Probe

wurde ein doppelter Ansatz verwendet. Die Parameter fir den Thermocycler
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entsprachen denjenigen der nested PCR (Tab. 2.9). Nach der Uberprifung der
GroRe der PCR-Produkte in einem 1%-igen Agarose-Gel (Kapitel 2.3.3), wurden
die PCR-Produkte unter Verwendung des MinElute PCR Purification Kits
aufgereinigt und in 10 pl DNase-freiem H,O eluiert (Kapitel 2.3.7). Eine
anschlieRende photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration (Kapitel 2.3.2)
sollte sicherstellen, dass fur die Ligation gentigend PCR-Produkt eingesetzt wird.

Tab. 2.12: Reaktionsansatz der Reamplifikations-PCR.

Bestandteile Volumen

DNase-freies H,O 40,75 pl
10x PCR Puffer 5,0 pl
dNTPs (je 10 mmol-pl™) 1,0 pl
fw Primer (50 pmol-pl™) 0,5 pl
rv Primer (50 pmol-pl™) 0,5 ul
HotStarTaq DNA Polymerase (5 U-pl™) 0,25 pl
PCR-Produkt aus 1. PCR (25 ng-ul™) 2ul
Gesamtvolumen 50 ul

2.4.3 Klonierung

Da sich hinter einer ausgeschnittenen Bande aus dem SSCP-Gel durchaus mehr
als eine Nucleotid-Sequenz oder Mikroorganismen-Spezies verbergen kann
(SCHMALENBERGER & TEBBE 2003), war es notwendig, vor der erfolgreichen
Sequenzierung der reamplifizierten 16S rRNA-Genabschnitte eine Vereinzelung
bzw. Selektion der Fragmente vorzunehmen. Dies wurde durch eine Klonierung
erzielt. Dabei wird zunachst genau ein DNA-Fragment in ein Plasmid (Vector)
eingeflugt (Ligation). Im Anschluss daran wird genau ein Vector in eine kompetente
(zur Aufnahme bereite) bakterielle Zelle verbracht (Transformation). Diese Zellen
werden dann vermehrt und stellen durch ihre genetische Identitat zur Original-
Zelle Klone dieser dar. Man erhédlt eine Vielzahl identischer 16S rRNA-
Genabschnitte, die im Vector der bakteriellen Zelle vorliegen, und hat auf diese

Weise eine Vereinzelung/Selektion der Fragmente erreicht.
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2.4.3.1 Ligation
Mit dem pGEM®-T Vector System Il (Promega Corporation, Madison WI, USA)
wurde das reamplifizierte PCR-Produkt in den pGEM®-T Vector ligiert (Abb. 2.8).
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Abb. 2.8: pGEM®—T Vector Karte und Referenzpunkte der Sequenz (A); Der Promotor und die
multiple Klonierungssequenz des pGEM®—T Vectors (B; beides: Technical Manual, Promega
Corporation).

Vor dem Ansetzen der Ligationsreaktion entsprechend der Tab. 2.13 wurde der
Vector kurz anzentrifugiert und der 2x Rapid Ligation Puffer gut gemischt (VF2,
Janke & Kunkel, IKA®-Labortechnik, D-79219 Staufen). Nach dem Vermischen
des Reaktionsansatzes erfolgte eine Inkubation UN bei 4°C.

Tab. 2.13: Reaktionsansatz fir die Ligation.

Bestandteile Volumen

2x Rapid Ligation Puffer 5,0 pl
pGEM®-T Vector (50 ng) 1,0 pl
T4 DNA Ligase (3 Weiss U-pl™) 1,0 pl
PCR-Produkt (aufgereinigt) 1,0 ul
DNase-freies H,O 2,0 pl
Gesamtvolumen 10
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2.4.3.2 Transformation

Alle Arbeiten mit bakteriellen Zellen erfolgten unter der Sterilbank (HERASafe,
Heraeus Instruments GmbH, D-63450 Hanau). Nach der kurzen Anzentrifugation
des Ligationsansatzes wurden 1,7 pl in ein neues Reaktionsgefal3 auf Eis
Uberfahrt. 30 ul der langsam auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen (Escherichia
coli JM 109; Promega Corporation, Madison WI, USA) wurden nach kurzem
Vermischen zum Ligationsansatz pipettiert. Der Transformationsansatz wurde
danach 20 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde ein Hitzeschock fir 45 s bei
42°C im Wasserbad durchgefuhrt, und der Ansatz erneut fir 2 min auf Eis
gelagert. Zum Hochschutteln der transformierten Zellen fir 90 min bei 37°C und
150 rpm im Brutschrank (Typ 3031, GFL GmbH, D-30938 Burgwedel) wurden
570 Il SOC-Medium zugegeben. Es wurden Platten mit LB-Agar (Tab. 6.1)
gegossen, welcher 50 pg-ml™* Ampicillin enthielt. Da der pGEM®-T Vector einen
Selektionsmarker fur Ampicillin tragt, werden auf den Agar-Platten nur Bacteria
wachsen, die erfolgreich mit dem Vector transformiert wurden. Vor dem
Ausplattieren von 100 ul der transformierten Zellen wurden 60 ul der IPTG-L6sung
(Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid) und 40 ul der X-Gal-Losung (5-Bromo-4-
chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) fur die Blau-wei3-Selektion pro Platte
ausgebracht. Die Platten wurden UN im Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH,
D-63450 Hanau) bei 37°C inkubiert.

Nach dem Prinzip der Blau-weif3-Selektion wird eine erfolgreiche Ligation des
gewinschten PCR-Produkts in den Vector durch eine weil3e Farbung der
Bacteria-Kolonie angezeigt, wohingegen blaue Kolonien als negativ zu beurteilen
sind. Das zugegebene X-Gal wird durch das Enzym B-Galactosidase hydrolysiert,
wobei eine Blaufarbung auftritt. Ist das Gen fur B-Galactosidase unterbrochen, so
kommt es nicht zur Synthese, und die Kolonien erscheinen weil3. Am nachsten
Morgen wurden daher pro Platte acht weiRe Kolonien mit der Pipettenspitze
gepickt, auf Agar-Platten ausgestrichen und UGN bei 37°C inkubiert. Drei der acht
Kolonien wurden auf3erdem in 50 pl Lysispuffer (Tab. 6.1) geldst und die Klone fir
den Aufschluss der bakteriellen Zellwand und der Gewinnung der DNA bei 95°C
fur 15 min im Wasserbad denaturiert. Nach der Zugabe von 450 pul DNase-freiem
H,O wurden die Proben homogenisiert und die Zelltrimmer bei 8.000 g und 4°C
abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde 1 pl entnommen und die darin geldste

DNA als template fur eine nachfolgende PCR eingesetzt, die der nested PCR in
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Kapitel 2.3.4 entsprach. Auf diese Weise konnte das zuvor in den Vector
eingefugte PCR-Produkt (das sog. Insert) vervielfaltigt werden.

Vor der Identifizierung der Mikroorganismen-Spezies, die im SSCP-Gel die Bande
hervorgerufen hatte, wurde eine weitere SSCP-Analyse durchgefiihrt. In dieser
wurde die Laufhohe der isolierten Insert-DNA der ausgewdahlten Klone mit der
Original-Probe, aus der die Bande ausgeschnitten wurde, im Gel verglichen. Dafur
wurden die bereits oben beschriebenen Schritte fir die isolierte Insert-DNA
durchgeflihrt (ab Kapitel 2.3.5). Fir die nachfolgende Plasmid-Praparation wurde
dann derjenige Klon verwendet, der sich im SSCP-Gel auf einer Héhe mit der

ausgeschnittenen Bande befand.

2.4.4 Plasmid-Praparation

Zunachst wurden die Klone erneut von der Original-Agar-Platte gepickt, in 5 ml
LB-Medium (+ 10 pl Ampicillin-Lésung) gelost und UN bei 37°C und 150 rpm im
Brutschrank hochgeziichtet. Zur Isolation der Plasmide aus 3 ml der
angezuchteten Zellen wurde das PureYield Plasmid Miniprep System (Promega
Corporation, Madison WI, USA) verwendet. Eluiert wurden die Plasmide einer
Probe in 30 pl DNase-freiem H,O. Die Konzentration der DNA wurde
photometrisch bestimmit.

2.4.5 Anlegen von Glycerol-Stocks

Parallel zur Plasmid-Préparation wurden 600 pl der angeziichteten Zellen bei RT
und 317 g fur 5 min zentrifugiert und die Uberstande verworfen. Das Pellet wurde
anschlieBend in 300 pl 15%-iger Glycerol-Lésung resuspendiert und in flissigem

Stickstoff eingefroren. Gelagert wurden die Kulturen bei -80°C.

2.4.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde durch die Firma GATC Biotech AG (D-78467 Konstanz)
direkt vom Plasmid durchgefiihrt. Dabei macht man sich den Aufbau des Vectors
zu Nutze. Das Insert wird zu beiden Seiten von je einem RNA Polymerase
Promotor (SP6 oder T7) flankiert, deren Nucleotid-Sequenzen bekannt sind. Die
Primer fur die Sequenzierung sind daher komplementér zu diesen Regionen und

werden SP6 und T7 genannt. Zur Identifizierung der Spezies wurden die

55



Material und Methoden

erhaltenen Nucleotid-Sequenzen mit der Datenbank des Ribosomal Database
Project (RDP) verglichen (LARSEN et al. 1993).
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3 ERGEBNISSE

Der Einfluss von Fumarséaure (FS) auf den mikrobiellen Stoffwechsel sowie auf die
Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft wurde in den RUSITEC-Fermentern
sowohl in Verbindung mit Gras- als auch mit Maissilage als Grundfutter
untersucht. Aufgrund dessen werden die Ergebnisse im Folgenden separat

voneinander beschrieben.

3.1 Fumarsaure und Grassilage

Der Einfluss von FS in Kombination mit Grassilage wurde in drei identisch
aufgebauten RUSITEC-Versuchen (V1, V2, V3) getestet. Die Anzahl von drei
Versuchen wurde gewahlt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bewerten zu

kdnnen.

3.1.1 RUSITEC-Versuche

3.1.1.1 pH-Werte

Insgesamt lagen die pH-Werte mit 6,6 bis 6,8 fur alle Behandlungen und fir alle
Versuche innerhalb des Bereichs, der fur den physiologischen pH-Wert im Pansen
bekannt ist. In allen drei Versuchen konnte ein signifikanter Einfluss von FS auf
den pH-Wert festgestellt werden (Tab. 3.1, Abb. 3.1). Die Zugabe von FS bewirkte
eine Absenkung des pH-Werts gegeniber der Kontrolle. Fir die Versuche 1 (V1)
und 3 (V3) wurde zudem ein Zeiteffekt festgestellt.

Die Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Versuche zeigte, dass keine
signifikanten Unterschiede zwischen den pH-Werten der drei Versuche innerhalb
der Behandlung mit 3,38 mmol-d™* FS fiir die gesamte Versuchsphase auftraten
(Abb. 3.1). Es ergab sich ein Einfluss des Faktors Versuch (p<0,05; V2 vs. V3) auf
die pH-Werte der Kontrollen. Die pH-Werte der mit 6,76 mmol-d™* FS behandelten

Fermenter in V3 waren signifikant verschieden von denen in V1 und V2.
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Tab. 3.1: Ergebnisse der two-way ANOVA fiur die pH-Werte von V1, V2 und V3 fur die gesamte

Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V1, V2, V3: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d* FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS, 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Zeit p<0,05 n.s. p<0,05
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.

7.0
6.8 _
6.6- ’l 77 A
1/ V) 1/
1 /Y 7%
< 6.4 i V., 1)
71/ 1, 1/
17, 17 17
8.2 -V “Y 4y
77 29 2%
6.0l %% 49 29
oollLLINIZAZNEN (|| |Z4Z00N ||| |ZZAZNHE
7 10 14
Tage
—= V1 Kontrolle V1 3,38 mmold™” FS V1 6,76 mmol-d” FS

—= V2 Kontrolle V2 3,38 mmold”’ FS M \/2 6,76 mmol-d” FS
== \/3 Kontrolle V33,38 mmold' FS M V36,76 mmold' FS

Abb. 3.1: pH-Werte der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen
(FS) (X £SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte Versuchsphase: Kontrolle:
Versuch p<0,05 (V2 vs. V3), Zeit n.s.; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch n.s., Zeit n.s.; 6,76 mmol-d™ FS:
Versuch p<0,01 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,05.
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3.1.1.2 Redoxpotentiale
Die Redoxpotentiale nahmem Werte von -170 mV bis -300 mV an (Abb. 3.2). Die
Zugabe von FS hatte keinen Einfluss auf das Redoxpotential der drei Versuche

(Tab. 3.2). Ein Zeiteffekt war bei den Versuchen unterschiedlich stark ausgepragt.

Der Faktor Versuch hatte einen signifikanten Einfluss auf das Redoxpotential
(Abb. 3.2). Es traten Unterschiede im Redoxpotential zwischen allen Versuchen
innerhalb der Kontrollen und der Zugabe von 3,38 mmol-d™* FS auf (p<0,001: V1
vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3). AuRerdem unterschied sich V3 bei der Zugabe von
6,76 mmol-d™* FS von V1 und V2 (p<0,001).

Tab. 3.2: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Redoxpotentiale von V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit p<0,05 |p<0,001 |p<0,001
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
Tage
g 7 10 14
7
Z -100- 7
— /
= 5
8 -200- /,
[=]
j=3
>
2 300
& - - -
-400-
—= V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d™ FS V1 6,67 mmol-d™ FS

== V2 Kontrolle v23,38mmold’ Fs M V2 6,76 mmold” FS
== \/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS V36,76 mmold” FS

Abb. 3.2: Redoxpotentiale der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X *SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x
Zeit p<0,01; 3,38 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s.,
Versuch x Zeit p<0,05; 6,76 mmol-d™ FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s..
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3.1.1.3 Produktion der SCFA

Insgesamt wurden pro Tag in den Kontroll-Fermentern 35-40 mmol, in den mit
3,38 mmol-d? FS behandelten 37-42 mmol und in den mit 6,76 mmol-d* FS
versorgten Fermentern 40-47 mmol SCFA produziert (Abb. 3.3). In allen
Versuchen bewirkte die Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS eine signifikant gesteigerte
Produktion der SCFA (Tab. 3.3). In V2 und V3 hatte die Zeit einen signifikanten
Einfluss auf die SCFA-Produktion.

Die Behandlungen fuihrten bei den drei Versuchen zu denselben Ergebnissen. Es
konnte keine Beeinflussung der SCFA-Produktion durch den Faktor Versuch
festgestellt werden (Abb. 3.3).

Tab. 3.3: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die SCFA-Produktion in V1, V2 und V3 fir die

gesamte Versuchsphase ( X = SEM; n=4). Behandlung: V1, V2, V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS;
V1, V3: 3,38 mmol-d” FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung p<0,001 | p<0,01 | p<0,01
Zeit n.s. p<0,01 | p<0,05
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.

50+

404 T o =

304

20+

104

Produktionsrate SCFA [mmol-d™]

7 10
Tage
— V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d” FS V1 6,67 mmold™ FS
— V2 Kontrolle V2 3,38 mmold' FS M V2 6,76 mmol.d” FS
== V/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS M V36,76 mmold”' FS

Abb. 3.3: Produktion der gesamten SCFA der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und
Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit n.s.; 3,38 mmol-d* FS: Versuch n.s., Zeit n.s.,
Versuch x Zeit p<0,05; 6,76 mmol-d™® FS: Versuch n.s., Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,05.
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Acetat-Produktion

Die tagliche Acetat-Produktion belief sich auf Werte zwischen 19-24 mmol
(Abb. 3.4). Eine Behandlung mit 6,76 mmol-d* FS fuhrte nur fir V1 und V3 zu
einer signifikant erhdhten Produktion gegentber der Kontrolle (Tab. 3.4). In V2
konnte eine Beeinflussung der Acetat-Produktion durch FS nicht statistisch

abgesichert werden. Fir V1 und V2 wurde aul3erdem ein Zeiteffekt verzeichnet.

Innerhalb  beider FS-Behandlungen und der Kontrollen kam es zu
versuchsbedingten Unterschieden in der Acetat-Produktion (Abb. 3.4). Wahrend
V3 signifikant niedrigere Produktionsraten als V1 und V2 in den Kontroll-
Fermentern aufwies, zeigte sich in V1 eine signifikant hohere Produktion innerhalb
der mit 6,76 mmol-d™ FS behandelten Fermenter gegeniiber V2 und V3. Bei den
mit 3,38 mmol-d* FS behandelten Fermentern unterschied sich V2 von beiden

anderen Versuchen signifikant.

Tab. 3.4: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Acetat-Produktion in V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4). Behandlung: V1: 3,38 mmol-d* FS vs. 6,76 mmol-d™
FS; V1, V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung p<0,01 n.s. p<0,05
Zeit p<0,01 |p<0,001 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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Tage
— V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d” FS V16,67 mmold™ FS

—= V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M v2 6,76 mmold™ FS
== V3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS M V36,76 mmold” FS

Abb. 3.4: Acetat-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarséure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s.; 3,38 mmol-d™* FS:
Versuch p<0,05 (V1vs.V2, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,001; 6,76 mmol-d* FS:
Versuch p<0,05 (V1 vs. V2, V1 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,05.
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Propionat-Produktion

Die Propionat-Produktion lag bei den Kontrollen taglich bei etwa 9 mmol und
wurde bei allen drei Versuchen durch Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS signifikant auf
Werte von etwa 15 mmol pro Tag gesteigert (Tab. 3.5, Abb. 3.5). Ein signifikanter
Einfluss der Zeit wurde fur V2 beobachtet (p<0,001).

Innerhalb der Behandlung mit 3,38 mmol-d® FS wurde eine signifikante
Steigerung der Propionat-Produktion von V2 gegentber V1 und V3 beobachtet
(Abb. 3.5; p<0,05). Weder innerhalb der Kontrollen noch in der hohen
FS-Dosierung (6,76 mmol-d™) zeigten sich versuchsbedingte Unterschiede. Die
Behandlung hat daher bei den drei Versuchen eine signifikant gesteigerte
Propionat-Produktion durch FS-Zugabe bewirkt.

Tab. 3.5: Ergebnisse der two-way ANOVA fiur die Propionat-Produktion von V1, V2 und V3 fir die

gesamte Versuchsphase ( X = SEM; n=4). Behandlung: V2, V3: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d* FS; V1,
V2, V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS, 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung p<0,001 | p<0,01 |p<0,001
Zeit n.s. p<0,001 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.

20+

Produktionsrate Propionat [mmol -d™]

Tage
1 V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d” FS V16,67 mmold” FS
—3 V2 Kontrolle V2 3,38 mmol-d”’ FS M V2 6,76 mmold™ FS
=3 V/3 Kontrolle V33,38 mmol-d’ FS HEM V3 6,76 mmold™ FS

Abb. 3.5: Propionat-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit p<0,001; 3,38 mmol-d* FS: Versuch p<0,05 (V1 vs.
V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,05, Versuch x Zeit p<0,05; 6,76 mmol-d™ FS: Versuch n.s., Zeit p<0,05.
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Butyrat-Produktion

Fur Butyrat wurden tagliche Produktionsraten von 3 mmol ermittelt (Abb. 3.6). Es
konnten weder bei V1, V2 noch bei V3 Behandlungseffekte durch FS
nachgewiesen werden (Tab. 3.6). Die statistische Auswertung ergab einen
Einfluss des Faktors Zeit fir V2 und V3.

Beim Vergleich von V1, V2 und V3 beziiglich der Behandlungen wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchen detektiert (Abb. 3.6).

Tab. 3.6: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Butyrat-Produktion von V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase ( X = SEM; n=4).

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit n.s. p<0,001 | p<0,05
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.

Produktionsrate Butyrat [mmol -d™]

Tage
— V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d”' FS V16,67 mmold” FS
== V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M V2 6,76 mmold™ FS
== V3 Kontrolle @3 V3 338 mmold’ FS M V36,76 mmold' FS

Abb. 3.6: Butyrat-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X *SEM; n=4). Ergebnisse der two—wa%/ ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit n.s.; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch n.s., Zeit n.s;
6,76 mmol-d* FS: Versuch n.s., Zeit n.s..

Isovalerat-Produktion

Fur die tagliche Produktion des Isovalerats wurden Werte von 6 mmol erreicht
(Abb. 3.7). Ein FS-Effekt trat nur fir V1 auf (Tab. 3.7). Die Zugabe von FS fiihrte
hier zu einer signifikant gesteigerten Produktion (p<0,05). Fur alle drei Versuche
wurde unabhéngig voneinander ein signifikanter Einfluss der Zeit auf die

Isovalerat-Produktion ermittelt (p<0,001). Dieser Effekt ist in Abb. 3.7 zumindest
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fur V2 und V3 deutlich zu erkennen. In V2 kam es im Gegensatz zu V3 zu einer
zeitlichen Zunahme der Isovalerat-Produktion von etwa 2 mmol an Tag 7 auf etwa

5 mmol an Tag 14.

Es ergaben sich versuchsbedingte Unterschiede innerhalb der Kontrollen und der
FS-Behandlungen (Abb. 3.7; p<0,001). Die varianzanalytische Auswertung der
Kontrollen und der Behandlung mit 3,38 mmol-d™ FS zeigte signifikant erniedrigte
Produktionsraten fur Isovalerat in V2 verglichen mit V1 und V3. Fur die
Behandlung mit 6,76 mmol-d* FS waren alle Versuche signifikant voneinander

verschieden (p<0,001).

Tab. 3.7: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Isovalerat-Produktion von V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V1: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™ FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung p<0,05 n.s. n.s.
Zeit p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.

Produktionsrate Isovalerat [mmol-d™]

Tage
— V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d” FS V1 6,67 mmold™ FS
—=3 V2 Kontrolle V2 3,38 mmold' FS M V2 6,76 mmold” FS
== V3 Kontrolle @@ V3 338 mmold’ FS V36,76 mmold' FS

Abb. 3.7: Isovalerat-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit
p<0,001; 3,38 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit
p<0,001; 6,76 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit p<0,001,
Versuch x Zeit p<0,001.
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Valerat-Produktion

Die Produktionsraten fur Valerat betrugen in V1 und V3 etwa 1 mmol pro Tag,
wobei durch Zugabe von FS keine signifikanten Unterschiede zu den Kontroll-
Fermentern auftraten (Abb. 3.8, Tab. 3.8). In V2 lagen die téaglichen
Produktionsraten bei allen Behandlungen mit Werten von 1-2 mmol insgesamt
signifikant hoher als bei V1 und V3 (Abb. 3.8; p<0,001). Die Zugabe von
6,76 mmol-d™* FS in V2 bewirkte eine signifikante Erhéhung der Valerat-Produktion
(p<0,05). Ein zeitlicher Einfluss wurde fur V2 und V3 festgestellt.

Zwischen V1 und V3 konnten keine signifikanten Unterschiede beziglich der

Kontrollen und der FS-Behandlungen festgestellt werden (Abb. 3.8).

Tab. 3.8: Ergebnisse der two-way ANOVA fiir die Valerat-Produktion von V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4). Behandlung: V2: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d* FS.

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung n.s. p<0,05 n.s.
Zeit n.s. p<0,001 | p<0,05
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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Tage
—= V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d” FS V1 6,67 mmol-d’ FS

— V/2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M v2 6,76 mmold” FS
== V3 Kontrolle V33,38 mmold”’ FS HEM V36,76 mmold' FS

Abb. 3.8: Valerat-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit n.s.; 3,38 mmol-d™* FS:
Faktor Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,001;
6,76 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit n.s..
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3.1.1.4 Molare Anteile der SCFA im Inokulum
Fur die bessere Vergleichbarkeit zwischen den Versuchen wurden aus den SCFA-
Konzentrationen (Tab. 6.12) der fur die Inokulation verwendeten Pansenflissigkeit

an den Starttagen der Versuche die molaren Anteile errechnet (Abb. 3.9).

80-
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=
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SCFA
Vi w2 w3

Abb. 3.9: Molare Anteile der SCFA in der Pansenflissigkeit, die fur die Inokulation der Versuche
(V1, V2, V3) aus demselben Rind entnommen wurde ( X + SEM; n=3; C2=Acetat, C3=Propionat;
iC4=lsobutyrat; C4=Butyrat; iC5=Isovalerat; C5=Valerat). Ergebnisse der one-way ANOVA: C2:
p<0,01 (V1 vs. V2; V2 vs. V3); C3: p<0,01 (V1 vs. V2; V1 vs. V3); iC4: p<0,001 (V1 vs. V2; V2 vs.
V3); C4: p<0,001 (V1 vs. V2; V2 vs. V3); iC5: p<0,001 (V1 vs. V2; V1 vs. V3; V2 vs. V3); C5:
p<0,001 (V1 vs. V2; V2 vs. V3); Werte fehlender Saulen lagen unter der Nachweisgrenze
(<0,3 mmol-I™).

Die Konzentrationen des Acetats (C2) lagen bei 50-60 mmol-I™* (Tab. 6.12). Dies
entsprach molaren Acetat-Anteilen von bis zu 70%, wobei im Vergleich mit V1 und
V3 der molare Acetat-Anteil in V2 mit 68% signifikant am niedrigsten ausfiel
(p<0,01). Die Konzentrationen des Propionats (C3) lagen bei 14,0-16,5 mmol-I*
(Tab. 6.12). Wahrend sich V2 und V3 im molaren Propionat-Anteil mit 18-19%
nicht signifikant voneinander unterschieden, war der Propionat-Anteil mit 22% in
V1 signifikant hoher (p<0,01). In V1 und V3 konnte kein Isobutyrat (iC4)
nachgewiesen werden. Die Isobutyrat-Konzentration lag in V2 bei 1 mmolI* (Tab.
6.30), dies entsprach einem molaren Isobutyrat-Anteil von etwa 1%. Die
Konzentrationen des Butyrats (C4) lagen bei 5,7-7,7 mmol-I* (Tab. 6.12). Daraus
ergaben sich molare Butyrat-Anteile von 7-8%. Es traten dabei signifikante
Unterschiede zwischen allen Versuchen auf (p<0,001). Die Konzentrationen des
Isovalerats (iC5) konnten mit 0,8-1,5 mmol-I* (Tab. 6.12) nur fir V2 und V3
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bestimmt werden. In V1 lag die Isovalerat-Konzentration unter der
Nachweisgrenze (<0,3 mmol-I"'). Der molare Isovalerat-Anteil lag in V2 bei 2% und
in V3 bei 1%. Alle Versuche unterschieden sich signifikant voneinander (p<0,001).
Valerat (C5) konnte mit einer Konzentration von 1,1 mmol-I™* (Tab. 6.12) nur in V2

nachgewiesen werden. Dies entsprach einem molaren Anteil von etwa 1%.
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3.1.1.5 Molare Anteile der SCFA in den Fermentern

Molare Acetat-Anteile

Die molaren Acetat-Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA lagen bei V1, V2
und V3 bei 48-56%. Die Zugabe von FS fluhrte bei den drei Versuchen zu
signifikanten Abnahmen der molaren Acetat-Anteile (Tab. 3.9, Abb. 3.10).

Wahrend die Zeit ebenfalls einen signifikanten Einfluss bei allen Versuchen hatte

(p<0,001), konnte eine Interaktion von Behandlung und Zeit nur fur V2 und V3

festgestellt werden (p<0,05).

Es traten keine signifikanten versuchsbedingten Unterschiede innerhalb der
Kontrollen oder FS-Behandlungen auf (Abb. 3.10).

Tab. 3.9: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die molaren Acetat-Anteile von V1, V2 und V3 fir die
gesamte Versuchsphase ( X = SEM; n=4). Behandlung: V2: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™* FS; V1, V2,
38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS;Vvi,Vv2:3

Varianzursache V1 V2 V3

Behandlung p<0,01 |p<0,001 | p<0,05
Zeit p<0,001 | p<0,001 |p<0,001
Behandlung x Zeit n.s. p<0,05 | p<0,05
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C— V1 Kontrolle V1 3,38 mmold” FS

= V2 Kontrolle @#3 V2 3,38 mmold” FS
== V3 Kontrolle E##V3 3,38 mmold™' FS

V16,67 mmold' FS
I \2 6,76 mmold” FS
B \/3 6,76 mmold” FS

Abb. 3.10: Molare Acetat-Anteile der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit n.s.; 3,38 mmol-d* FS: Versuch n.s., Zeit p<0,001;
Versuch x Zeit p<0,001; 6,76 mmol-d™* FS: Versuch n.s., Zeit p<0,05, Versuch x Zeit p<0,05.
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Ergebnisse

Molare Propionat-Anteile

Die molaren Propionat-Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA variierten in
den Kontrollen zwischen 21% und 28%. Die Zugabe von 6,76 mmol-d* FS
bewirkte eine signifikante Erhéhung der molaren Propionat-Anteile auf Werte von
34% (Abb. 3.11, Tab. 3.10). In V1 und V2 wurde zudem ein signifikanter Einfluss
der Zeit festgestellt (p<0,001).

Wahrend sich innerhalb der Kontrollen keine signifikanten versuchsbedingten
Unterschiede ergaben, wurden diese innerhalb der Behandlung mit
3,38 mmol-d* FS nachgewiesen (Abb. 3.11; p<0,01). Innerhalb der Behandlung
mit 6,76 mmol-d® FS wurde in V2 eine signifikante Erhthung des molaren
Propionat-Anteils gegeniiber V1 und V3 ermittelt (Abb. 3.11; p<0,01).

Tab. 3.10: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die molaren Propionat-Anteile von V1, V2 und V3
fur die gesamte Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V2, V3: Kontrolle vs.
3,38 mmol-d* FS; V1, V2, V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d® FS, 3,38 mmol-d" FS vs.
6,76 mmol-d* FS.

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung p<0,01 |p<0,001 | p<0,01
Zeit p<0,001 | p<0,001 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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40

Molarer Anteil Propionat [%)]

Tage
3 V1 Kontrolle V1 3,38 mmol-d™ FS V1 6,67 mmold” FS
— V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M V2 6,76 mmol-d” FS
== V/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS M V36,76 mmold’ FS

Abb. 3.11: Molare Propionat-Anteile der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,01; 3,38 mmol-d™* FS:
Versuch p<0,01 (V1vs.V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,01;
6,76 mmol-d* FS: Versuch p<0,01 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,01.
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Ergebnisse

Molare Butyrat-Anteile

Insgesamt beliefen sich die Werte fur die molaren Butyrat-Anteile an der
Gesamtproduktion der SCFA auf 6-8% (Abb. 3.12). Die molaren Anteile des
Butyrats wurden in V1 und V3 durch die Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS signifikant
reduziert (Tab. 3.11; p<0,01). In V3 trat dieser Effekt auch durch die Zugabe von
3,38 mmol-d™* FS auf. Fiir alle Versuche lag ein signifikanter Zeiteffekt vor.

Es kam zu keinen signifikanten Unterschieden innerhalb einer Behandlung durch
den Faktor Versuch (Abb. 3.12).
Tab. 3.11: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die molaren Butyrat-Anteile von V1, V2 und V3 fir

die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4). Behandlung: V3: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™ FS; V1,
V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS; V1: 3,38 mmol-d” FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung p<0,01 n.s. p<0,01
Zeit p<0,01 | p<0,05 |p<0,001
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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—= V/2 Kontrolle V2 3,38 mmold' FS M V2 6,76 mmold' FS
== V/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS HEM V36,76 mmold’ FS

Abb. 3.12: Molare Butyrat-Anteile der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X *SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s., Zeit p<0,001; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch n.s., Zeit n.s.;
6,76 mmol-d™* FS: Versuch n.s., Zeit p<0,01.
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Ergebnisse

Molare Isovalerat-Anteile

Die molaren Isovalerat-Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA lagen
zwischen 4% und 14% (Abb. 3.13). Die Behandlung mit 6,76 mmol-d™* FS fiihrte
zu einer signifikanten Senkung des molaren Isovalerat-Anteils in V1 gegeniber
der Behandlung mit 3,38 mmol-d™* FS (p<0,01), aber nicht gegeniiber der Kontrolle
(Tab. 3.12, Abb. 3.13). In V1 und V2 trat aul3erdem ein signifikanter Zeiteffekt auf.

In V2 wurde ein signifikant niedrigerer molarer Isovalerat-Anteil als in V1 und V3
detektiert (Abb. 3.13; p<0,001). In Abb. 3.13 ist dies deutlich an den Tagen 7 und
10 zu erkennen. Bei den Kontrollen und den FS-Behandlungen unterschieden sich

V1 und V3 nicht signifikant voneinander.

Tab. 3.12: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die molaren Isovalerat-Anteile von V1, V2 und V3

fur die gesamte Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V1: 3,38 mmol-d* FS vs.
6,76 mmol-d* FS.

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung p<0,01 n.s. n.s.
Zeit p<0,01 |p<0,001 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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— V1 Kontrolle V1 3,38 mmold™ FS V1 6,67 mmold™ FS

—= V2 Kontrolle V2 3,38 mmold”' FS M \2 6,76 mmold' FS
== V3 Kontrolle V33,38 mmold' FS V3676 mmold' FS

Abb. 3.13: Molare Isovalerat-Anteile der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001; Versuch x Zeit
p<0,001; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001; Versuch x Zeit
p<0,001; 6,76 mmol-d™® FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit
p<0,001.
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Ergebnisse

Molare Valerat-Anteile

Die molaren Valerat-Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA lagen im Bereich
von 2-5%, wobei es zu keinem Behandlungseffekt durch FS kam (Tab. 3.13,
Abb. 3.14). In V2 und V3 aul3erte sich ein signifikanter Einfluss der Zeit.

Insgesamt wurden in V2 die signifikant hochsten Werte fur die molaren Valerat-
Anteile in den Kontroll-Fermentern und in den mit FS behandelten Fermentern
ermittelt (Abb. 3.14; p<0,001).

Tab. 3.13: Ergebnisse der two-way ANOVA fur die molaren Valerat-Anteile von V1, V2 und V3 fir
die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit n.s. p<0,001 | p<0,01
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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== V3 Kontrolle V33,38 mmold' FS V3676 mmold' FS

Abb. 3.14: Molare Valerat-Anteile der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X *SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit n.s.; 3,38 mmol-d™* FS:
Versuch p<0,001 (V1vs.V2, V2 vs. V3), Zeit n.s.; Versuch x Zeit p<0,001; 6,76 mmol-d™* FS:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,05.
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Ergebnisse

3.1.1.6 Acetat-Propionat-Verhaltnisse

Fir das Verhaltnis von Acetat zu Propionat wurde ein signifikanter
Behandlungseinfluss durch 6,76 mmol-d* FS in allen drei Versuchen ermittelt
(Tab. 3.14). Das Acetat-Propionat-Verhaltnis sank in V1 von durchschnittlich 2,5
auf 1,8, in V2 von 2,1 auf 1,4 und in V3 von 2,4 auf 1,6 (Abb. 3.15). Die Zeit spielte
zudem in V1 und V2 eine signifikante Rolle (Tab. 3.14; p<0,01).

Die Kontrollen zeigten keine signifikanten versuchsbedingten Unterschiede fir das
Verhaltnis von Acetat zu Propionat (Abb. 3.15). In den mit 3,38 mmol-d* FS
behandelten Fermentern wies V1 signifikant hdéhere Werte fur das Acetat-
Propionat-Verhaltnis auf als V2 und V3 (p<0,01). Bei der Behandlung mit
6,76 mmol-d™* FS war dies nur verglichen mit V2 der Fall (p<0,01).

Tab. 3.14: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Acetat-Propionat-Verhaltnisse von V1, V2 und
V3 fir die gesamte Versuchsphase (X * SEM; n=4). Behandlung: V2, V3: Kontrolle vs.
3,38 mmol-d™* FS; V1, V2, V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d"* FS; V1, V2: 3,38 mmol-d™ FS vs.
6,76 mmol-d* FS.

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung p<0,01 |p<0,001 |p<0,001
Zeit p<0,001 | p<0,001 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. p<0,01 n.s.
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== V2 Kontrolle @@#V2 338 mmold' FS M V26,76 mmold’FS
== V/3 Kontrolle V33,38 mmold’' FS V36,76 mmold' FS

Abb. 3.15: Acetat-Propionat-Verhaltnisse der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und
Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch n.s.; Zeit p<0,001; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch p<0,01 (V1 vs.
V2, V1 vs. V3), Zeit p<0,001; 6,76 mmol-d™ FS: Versuch p<0,01 (V1 vs. V2), Zeit p<0,001.
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Ergebnisse

3.1.1.7 Fermentationsgas

Fur die Produktion des gesamten Fermentationsgases wurden Werte zwischen
360 ml und 450 ml pro Tag erreicht (Abb. 3.16). Ein Einfluss von FS konnte
statistisch nicht abgesichert werden (Tab. 3.15). In V2 fuhrte die Zeit zu einem
Anstieg der Produktion (p<0,01).

Die Produktion des Fermentationsgases schwankte zwischen den Versuchen
(Abb. 3.16). Innerhalb der Kontrollen und der Behandlung mit 3,38 mmol-d™* FS
zeigte V1 dabei die signifikant hochste Produktion (p<0,001). Innerhalb der
FS-Dosis von 6,76 mmol-d™* unterschieden sich V1 und V2 nicht signifikant. In V3
wurde gegenuber V1 und V2 die niedrigste Gasmenge produziert (p<0,001).

Tab. 3.15: Ergebnisse der two-way ANOVA fiir die Produktion des Fermentationsgas von V1, V2
und V3 flr die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit n.s. p<0,01 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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== V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M V2 6,76 mmol-d” FS
== \/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS V3676 mmold' FS

Abb. 3.16: Produktion des gesamten Fermentationsgases der Versuche (V1, V2, V3) fur die
Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA
fur die gesamte Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit
n.s.; 3,38 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s,;
6,76 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s..
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Ergebnisse

CHs-Produktion

Die CHa-Produktion betrug taglich zwischen 83 ml und 140 ml (Abb. 3.17). Ein
Behandlungseffekt durch FS konnte bei keinem der Versuche statistisch
abgesichert werden (Tab. 3.16). Durch die varianzanalytische Auswertung konnte

ein signifikanter Einfluss der Zeit auf V2 und V3 belegt werden.

Sowohl bei den Kontroll- als auch bei den mit 3,38 mmol-d* FS behandelten
Fermentern zeigten sich in V3 signifikante Unterschiede in der CH4-Produktion im
Vergleich zu V1 und V2 (Abb. 3.17). Es wurden die niedrigsten Werte erreicht. Fir
die mit 6,76 mmol-d® FS behandelten Fermenter lag dieser signifikante
Unterschied nur zwischen V1 und V3 vor (p<0,05).

Tab. 3.16: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die CH4-Produktion von V1, V2 und V3 fiur die
gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit n.s. p<0,001 | p<0,05
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
150+

= 100 1 ] B i ’

K i

(@] e

B

o

]

=

o 50

X

=

=

<

[+

0
7 10 14
Tage
— V1 Kontrolle V1 3,38 mmold™ FS V1 6,67 mmold™ FS

== V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M v2 6,76 mmold” FS
== V3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS M V36,76 mmold'FS

Abb. 3.17: CH4-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit p<0,05, Versuch x Zeit
p<0,05; 3,38 mmol-d * FS: Versuch p<0,05 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s.; 6,76 mmol-d* FS:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V3), Zeit n.s..
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Ergebnisse

CHs-Anteil

Fir die Anteile des CH, am gesamten Fermentationsgas wurden Werte zwischen
24% und 33% gemessen (Abb. 3.18). Die Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS bewirkte
in allen Versuchen eine signifikante Reduktion der CH4-Anteile (Tab. 3.17). Diese
Reduktion betrug in V1 etwa 2,5%, in V2 und V3 etwa 3,7%. Die Zeit beeinflusste

die CHy-Anteile ebenfalls bei allen Versuchen signifikant.

Bei allen Behandlungen kam es zu versuchsbedingten Variationen im CHas-Antell
(Abb. 3.18). Innerhalb der Kontrollen und der FS-Dosis von 6,76 mmol-d™* wurden
zwischen den Versuchen signifikante Unterschiede festgestellt, wobei die
niedrigsten CHs-Anteile in V1 und die hochsten in V3 erreicht wurden (p<0,01).
Innerhalb der Behandlung mit 3,38 mmol-d™* FS wies V3 den héchsten CH,-Anteil
auf (p<0,001).

Tab. 3.17: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die CH4-Anteile von V1, V2, V3 fir die gesamte

Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V3: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™ FS; V1, V2, V3:
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS; V1, V2: 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung p<0,05 |p<0,001 |p<0,001
Zeit p<0,001 | p<0,01 |p<0,001
Behandlung x Zeit | p<0,05 n.s. n.s.
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== V3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS M V36,76 mmol-d”' FS

Abb. 3.18: CH;-Anteile am Fermentationsgas der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und
Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,01 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x
Zeit p<0,05; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch p<0,01 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit
p<0,05; 6,76 mmol-d* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit p<0,01,
Versuch x Zeit p<0,01.
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Ergebnisse

COz-Produktion

Die Werte fur die tagliche CO,-Produktion lagen zwischen 182 ml und 364 ml
(Abb. 3.19). Es konnten keine signifikanten Behandlungseffekte fur die Versuche
nachgewiesen werden (Tab. 3.18). Ein signifikanter zeitlicher Einfluss wurde fur
V2 beobachtet (p<0,05).

Wahrend signifikante versuchsbedingte Unterschiede in der CO,-Produktion bei
den Kontrollen und der FS-Dosis von 3,38 mmol-d™* zwischen allen Versuchen
gezeigt werden konnten, unterschied sich fiir die FS-Dosis von 6,76 mmol-d™* nur
V3 von V1 und V2 signifikant (Abb. 3.19; p<0,001). In V1 wurde die signifikant

hochste Produktion fur CO; nachgewiesen und in V3 die geringste.

Tab. 3.18: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die CO,-Produktion von V1, V2 und V3 fiur die
gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit n.s. p<0,05 n.s.
Behandlung x Zeit n.s. n.s. n.s.
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— V1 Kontrolle V1 3,38 mmold™ FS V1 6,67 mmold™ FS

== V2 Kontrolle V2 3,38 mmold’ FS M V2 6,76 mmol-d” FS
== \/3 Kontrolle V33,38 mmold’ FS V3676 mmold' FS

Abb. 3.19: CO,-Produktion der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA flir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s,;
3,38 mmol-d™* FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s.; 6,76 mmol-d™ FS:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s..
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Ergebnisse

CO,-Anteile

Fur die CO,-Anteile am gesamten Fermentationsgas wurden Werte zwischen 66%
und 76% gemessen (Abb. 3.20). Dabei kam es durch FS-Zugabe zu einer
signifikanten Erhéhung der CO,-Anteile in allen Versuchen (Tab. 3.19). Zudem

wurde ein signifikanter Einfluss des Faktors Zeit festgestellt.

Wie fur den CHg-Anteil wurden auch fur den CO»-Anteil innerhalb der Kontrollen
(p<0,01) und der FS-Dosis von 6,76 mmol-d® (p<0,001) versuchsbedingte
Unterschiede nachgewiesen (Abb. 3.20). Diese &auf3erten sich in einer
signifikanten Reduktion des CO,-Anteils von V1 Uber V2 bis V3. Die mit
3,38 mmol-d? FS behandelten Fermentern zeigten in V3 eine signifikante
Erhohung des CO,-Anteils im Vergleich zu V1 und V2 (p<0,01).

Tab. 3.19: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die CO,-Anteile von V1, V2 und V3 fir die gesamte

Versuchsphase (X + SEM; n=4). Behandlung: V3: Kontrolle vs. 3,38 mmol-d* FS; V1, V2, V3:
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS; V1, V2: 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS.

Varianzursache Vi1 V2 V3
Behandlung p<0,05 |p<0,001 |p<0,001
Zeit p<0,001 | p<0,01 |p<0,001
Behandlung x Zeit | p<0,05 n.s. n.s.
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Abb. 3.20: CO,-Anteile am Fermentationsgas der Versuche (V1, V2, V3) fur die Kontrollen und
Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,01 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x
Zeit p<0,05; 3,38 mmol-d™ FS: Versuch p<0,01 (V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit
p<0,05; 6,76 mmol-d® FS: Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3), Zeit p<0,01,
Versuch x Zeit p<0,01.
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Mittlere CH4- und CO,-Produktion

Zusammenfassend sind in Abb. 3.21 die Ergebnisse der ilber die gesamte
Versuchsphase gemittelten Produktionsraten von CH; und CO, dargestellt. Es
konnte eine leichte numerische Reduktion der CHs-Produktion durch die
FS-Behandlung in allen Versuchen beobachtet werden, die jedoch nicht statistisch
signifikant war. Die numerische Reduktion betrug durch Zugabe von
6,76 mmol-d* FS in V1 pro Tag etwa 8 ml, in V2 9 ml und in V3 7 ml.

Bei der CO,-Produktion wurde ein signifikanter Behandlungseffekt durch die
Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS festgestellt. Die Erhthung betrug durch Zugabe von
6,76 mmol-d™ FS in V1 pro Tag etwa 27 ml, in V2 25 ml und in V3 17 ml.
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Abb. 3.21: Mittlere CH4- und CO,-Produktionen der Versuche (V1, V2, V3) Uber die gesamte
Versuchsphase fiir die Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse
der two-way ANOVA: CH,-Produktion: Behandlung n.s.; Versuch p<0,001 (V1 vs. V3; V2 vs. V3);
CO,-Produktion: Behandlung p<0,01; Versuch p<0,001 (V1 vs. V2; V1 vs. V3; V2 vs. V3).
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3.1.1.8 Ammoniak-Konzentrationen

In  den Fermentationsansatzen wurden Ammoniak-Konzentrationen von
10-14 mmol-I* bestimmt (Abb. 3.22). Die Zugabe von FS beeinflusste die Werte
bei keinem der Versuche signifikant (Tab. 3.20). Allerdings zeigte sich ein
signifikanter Effekt des Faktors Zeit in V1 und V3 (p<0,01), und eine Interaktion
der Faktoren Behandlung und Zeit in V2 (p<0,05).

Wahrend sich ein Versuchseffekt bei den Kontrollen und der Behandlung mit
3,38 mmol-d™* FS nur zwischen V1 und V3 &uRerte, wobei es zu einer signifikanten
Erhéhung der Ammoniak-Konzentrationen in V3 kam (p<0,05), unterschied sich
innerhalb der Behandlung mit 6,76 mmol-d? FS V1 von V2 und V3 (Abb. 3.22;
p<0,01).

Tab. 3.20: Ergebnisse der two-way ANOVA fiir die Ammoniak-Konzentrationen von V1, V2, V3 fir
die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).

Varianzursache V1 V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit p<0,01 n.s. p<0,01
Behandlung x Zeit n.s. p<0,05 n.s.
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Abb. 3.22: Ammoniak-Konzentrationen der Versuche (V1, V2, V3) fir die Kontrollen und
Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA fir die gesamte
Versuchsphase: Kontrolle: Versuch p<0,01 (V1 vs. V3), Zeit n.s.; 3,38 mmol-d* FS: Versuch
p<0,05 (V1 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,05; 6,76 mmol-d™* FS: Versuch p<0,01 (V1 vs. V2,
V1 vs. V3), Zeit n.s., Versuch x Zeit p<0,01.
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3.1.1.9 Mikrobielle Proteinsynthese

In V1 wurde mit Werten von insgesamt 900 mg pro Tag die hochste Menge an
mikrobiellem Protein gebildet (Abb. 3.23). Fiur keinen der Versuche lie3 sich ein
Behandlungseffekt durch FS nachweisen. Demgegeniber standen signifikante
Effekte, die durch den Faktor Versuch bedingt waren (p<0,001). In V1 wurde die
signifikant hochste Proteinmenge gebildet. Innerhalb der Kontrolle unterschieden
sich V2 und V3 signifikant voneinander. Fir die beiden FS-Behandlungen ergaben

sich signifikante Unterschiede von V2 und V3 verglichen mit V1.
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Abb. 3.23: Gesamte synthetisierte Proteinmengen in V1, V2 und V3 fur die Kontrollen und

Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung
n.s.; Versuch p<0,001 (Kontrolle: V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3; 3,38 mmol-d™* FS: V1 vs. V2, V1
vs. V3; 6,76 mmol-d™ FS: V1 vs. V2, V1 vs. V3).

Mikrobielle Proteinsynthese der LAM

Die Proteinsynthese durch die LAM war in keinem Versuch durch die Zugabe von
FS beeinflusst (Abb. 3.24). Wie fur das gesamte mikrobielle Protein wurde auch
fur die Proteinsynthese durch die LAM mit 750 mg pro Tag die signifikant hochsten
Werte in V1 erreicht (p<0,001). In den Kontroll-Fermentern war die
Proteinsynthese in V2 signifikant geringer als in V1 (p<0,001). V3 wies die
geringste mikrobielle Proteinsynthese der drei Versuche in den Kontroll-
Fermentern auf (p<0,001). Wahrend sich bei den Behandlungen mit FS kein
Unterschied zwischen V2 und V3 in der mikrobiellen Proteinsynthese zeigte,
konnte demgegenuber ein signifikanter Unterschied fur V2 und V3 verglichen mit
V1 nachgewiesen werden (p<0,001).
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Mikrobielle Proteinsynthese der SAM

Die Proteinsynthese der SAM wurde nicht signifikant durch die Behandlung mit FS
beeinflusst (Abb. 3.25). Die Menge des synthetisierten Proteins lag bei
128-145 mg pro Tag. In V2 wurde sowohl in den Kontroll-Fermentern als auch in
den mit FS behandelten signifikant mehr mikrobielles Protein synthetisiert als in

V1 und V3 (p<0,01).
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Abb. 3.24: Von den LAM gebildetes Protein in V1, V2 und V3 fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s.; Versuch
p<0,001 (Kontrolle: V1 vs. V2, V1 vs. V3, V2 vs. V3; 3,38 mmol-d® FS: V1 vs. V2, V1 vs. V3;
6,76 mmol-d™ FS: V1 vs. V2, V1 vs. V3).
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Abb. 3.25: Von den SAM gebildetes Protein in V1, V2 und V3 fur die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Versuch:
p<0,01 (V1 vs. V2, V2 vs. V3).
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Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese

In V1 lagen die Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese (EMP) mit Werten um
170 g-kg? abgebauter OS bei allen Behandlungen signifikant am hochsten
(Abb. 3.26; p<0,001). Innerhalb der Kontrollen unterschied sich auRerdem V3 von
V1 und V2 signifikant (p<0,001). Ein signifikanter Behandlungseffekt durch
6,76 mmol-d™ FS ergab sich nur in V3 (p<0,05). Die Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS

bewirkte hier eine Steigerung der EMP gegeniber der Kontrolle.
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Abb. 3.26: Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese (EMP) in V1, V2 und V3 fur die Kontrollen
und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X *SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA:
Behandlung p<0,05 (V3: Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS); Versuch p<0,001 (Kontrolle: V1 vs. V2,
V1 vs. V3, V2 vs. V3; 3,38 mmol-d”* FS: V1 vs. V2, V1 vs. V3; 6,76 mmol-d* FS: V1 vs. V2, V1 vs.
V3); Behandlung x Versuch p<0,05.
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3.1.1.10 Verdaulichkeiten der Rohnahrstoffe

Verdaulichkeiten der organischen Substanz (OS)

Die Verdaulichkeiten der OS lagen bei 60%. Ein signifikanter Einfluss von FS war
nicht nachweisbar (Abb. 3.27). Der Faktor Versuch fuhrte zu einer signifikanten
Senkung der Verdaulichkeiten zwischen den Kontrollen von V3 und V2 und bei
Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS zwischen V3 und V1 (p<0,001).
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Abb. 3.27: Verdaulichkeiten der OS in V1, V2 und V3 fur die Kontrollen und Fumarséure-
Behandlungen (FS) (X £ SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s.; Versuch
p<0,001 (Kontrolle: V2 vs. V3; 6,76 mmol-d® FS: V1 vs. V3).
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Verdaulichkeiten des Rohproteins (XP)

Die XP-Verdaulichkeiten erreichten Werte von 70% und wurden nicht signifikant
durch die FS-Behandlung beeinflusst (Abb. 3.28). Eine signifikant geringere
Verdaulichkeit konnte fur V3 verglichen mit V1 und V2 innerhalb der Kontrollen

und der Behandlung mit 6,76 mmol-d™* FS gezeigt werden (p<0,001).
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Abb. 3.28: Verdaulichkeiten des XP in V1, V2 und V3 fir die Kontrollen und Fumarséaure-

Behandlungen (FS) (X = SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s.; Versuch
p<0,001 (Kontrolle: V1 vs. V3, V2 vs. V3; 3,38 mmol-d* FS: V1 vs. V3; 6,76 mmol-d”* FS: V1 vs.
V3, V2 vs. V3).
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Verdaulichkeiten der neutralen Detergenzienfasern (NDF)
Die Bestimmung der Verdaulichkeiten der NDF fihrte zu Werten von 40%
(Abb. 3.29). Es wurden weder signifikante Effekte durch die Behandlung mit FS

noch durch den Faktor Versuch detektiert.
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Abb. 3.29: Verdaulichkeiten der NDF in V1, V2 und V3 fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X £ SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s.; Versuch
n.s..

Verdaulichkeiten der sauren Detergenzienfasern (ADF)
Die Verdaulichkeiten der ADF nahmen Werte von 30% bis 35% an (Abb. 3.30).
Auch hier fuhrte weder der Faktor Behandlung noch der Faktor Versuch zu

signifikanten Unterschieden in den Verdaulichkeiten der ADF.
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Abb. 3.30: Verdaulichkeiten der ADF in V1, V2 und V3 fir die Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X = SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Versuch:
n.s.
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3.1.1.11 Protozoa

Nach bereits einem Versuchstag nahm die Anzahl der Protozoa in den Kontroll-
Fermentern im Vergleich zur Pansenfliissigkeit (native Probe) signifikant ab
(Abb. 3.31; t-test, x£tSEM; n=3; p<0,001). FS beeinflusste in keinem Versuch die
Anzahl der Protozoa (Tab. 3.21). In allen Versuchen kam es als Funktion der Zeit

zu einer signifikanten Verringerung der Zahl der Protozoa (p<0,001).

Die Pansenflissigkeit, die fur die Inokulation von V1 verwendet wurde, enthielt die
signifikant geringste Anzahl an Protozoa (Abb. 3.31; p<0,05). Die Protozoa-Zahl in
V1 wies bei allen Behandlungen signifikante Unterschiede zu V2 und V3 auf. An
Tag 1 war deutlich zu erkennen, dass in V2 und V3 mit 70.000 pro ml bis
80.000 pro ml die meisten Protozoa vorhanden waren.

Tab. 3.21: Ergebnisse der two-way ANOVA fir die Anzahlen der Protozoa in V1, V2 und V3 flr
Tag 1, 7 und 14 (X = SEM; n=4).

Varianzursache Vi V2 V3
Behandlung n.s. n.s. n.s.
Zeit p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Behandlung x Zeit | p<0,05 n.s. n.s.
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Abb. 3.31: Anzahlen der Protozoa in V1, V2 und V3 fur die nativen Proben (X = SEM; n=3), die
Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X + SEM; n=4). Ergebnisse der one-way ANOVA
der nativen Proben: p<0,05 (V1 vs. V2, V1 vs. V3). Ergebnisse der two-way ANOVA: Kontrolle:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,001; 3,38 mmol-d™ FS:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,001; 6,76 mmol-d* FS:
Versuch p<0,001 (V1 vs. V2, V1 vs. V3), Zeit p<0,001, Versuch x Zeit p<0,001.
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3.1.2 Ergebnisse der SSCP-Analyse

Die SSCP-Analyse diente der Untersuchung des Einfluss der FS auf die
mikrobielle Gemeinschaft anhand von 16S rRNA-Genabschnitten. Zunachst wurde
dafiir die gDNA isoliert. Die Agarose-Gelbilder der sich anschlielenden nested
PCR (Abb. 3.32) zeigen fur die an Tag 1 und Tag 14 gewonnenen Proben aus V1,
V2 und V3, dass flr die Bacteria (Abb. 3.32 A) und fur die Archaea (Abb. 3.32 B)
ein PCR-Produkt in der erwarteten Grof3e von 408 bp aus der gDNA amplifiziert

werden konnte.

L L T I L L E T ——500bp
Tag1 Tag14 Tag1 Tag14 Tag1 Tag14

i

00 60 00 D B0 0 0 0 D 0 0 e 0 D D e e

Tag1 Tag14 Tag1 Tag14 Tag1 Tag14 .
V1 V2 V3

Abb. 3.32: Agarose-Gelbilder der nested PCR der Bacteria (A) und Archaea (B) fir Tag 1 und Tag
14 der drei Versuche V1, V2, V3 (a=Kontrolle, b=3,38 mmol-d® FS, ¢=6,76 mmol-d* FS;
M1=100 bp DNA Ladder; M2=GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder; N=Negativ-Kontrolle).
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3.1.2.1 SSCP-Profile der Bacteria

LAM

Das SSCP-Profil der LAM fur die Bacteria an Tag 1 und das Dendrogramm zur
Clusteranalyse sind in Abb. 3.33 A dargestellt. Das SSCP-Profil weist in den
Spuren von V1 verglichen mit V2 und V3 fir jede Behandlung eine intensive, klar
abgegrenzte Bande auf. Die Banden Nr.1-3 wurden durch Ausschneiden und
Sequenzieren charakterisiert. Das Dendrogramm zeigt, dass alle Spuren
zueinander eine minimale Ahnlichkeit von 95,3% aufweisen. Deutlich ist die
Clusterbildung der zu einem Versuch gehdrenden Behandlungen. Die statistische
Auswertung ergab keinen signifikanten Einfluss des Faktors Behandlung auf das

Profil der Bacteria an Tag 1 der Untersuchung (pmc=0,08).

Das SSCP-Profil der LAM fir die Bacteria an Tag 14 zeigt fur V2 und V3 in den
Spuren, die aus mit FS behandelten Fermentern stammen, jeweils eine Bande, die
in der entsprechenden Kontrolle nicht auftritt (Abb. 3.33 B; Banden Nr.7-10).
Demgegeniber ist diese Bande, wenn auch schwach ausgepragt, in allen Spuren
von V1 vorhanden (Abb. 3.33 B; Banden Nr.4-6). Zur Identifizierung der sich
dahinter verbergenden Spezies wurden auch diese Banden ausgeschnitten, die
DNA extrahiert und nach der Klonierung sequenziert.

Es konnte durch die Auswertung des Profils mit Hilfe der Clusteranalyse
festgestellt werden, dass die Bandenmuster der mit FS behandelten Fermenter
eines Versuchs zueinander ahnlicher sind als zur entsprechenden Kontrolle. Diese
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (puc=0,9). Der statistische Vergleich
der Bacteria-Profile von Tag 1 und Tag 14 ergab einen signifikanten Einfluss des
Faktors Zeit (pmc<0,05). Die Diversitat der Bacteria erfuhr eine zeitabhangige
Veranderung wahrend der RUSITEC-Versuche.
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Abb. 3.33: Bacteria-Profile der LAM an Tag 1 (A) und Tag 14 (B) mit Dendrogrammen fur die

Versuche (V1, V2, V3) mit

den Kontrollen (a) und den Fumarsaure-Behandlungen

(3,38mmol-d*FS (b); 6,76 mmol-d® FS (c)); M=Speziesstandard; 1-10: Nummer der

ausgeschnittenen Banden.
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SAM

Die Diversitdt der SAM fir die Bacteria im SSCP-Profil war sehr homogen
(Abb. 3.34). Die Clusteranalyse gruppierte die Behandlungen eines Versuchs im
Dendrogramm aufgrund von Ahnlichkeitswerten >96%. Auch die Versuche
ahnelten sich zu mehr als 90%. Statistisch konnte kein Einfluss der FS auf die

Diversitat der mit dem Futter assoziierten Bacteria nachgewiesen werden
(Pmc=0,7).

V1 V2 V3 Ahnlichkeiten [%]

o[ 3.38mmol-d'FS (b)]

97.1 6,76 mmol-d'FS (c) } V1
Kontrolle (@)
H 4 | b d b4 949 )
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97.9|— 6,76 mmol-d'FS (c) [ V2

917 3,38 mmol-d' FS (b).

N 3,38 mmol-d'FS (b))
pl

96 4 6,76 mmol-d'FS (c)} V3

H —— Kontrolle (@)l

Abb. 3.34: Bacteria-Profil der SAM an Tag 14 mit Dendrogramm flr die Versuche (V1, V2, V32 mit
den Kontrollen (a) und den Fumarsaure-Behandlungen (3,38 mmol-d™ FS (b); 6,76 mmol-d™ FS
(c)); M=Speziesstandard.

3.1.2.2 Charakterisierung der Banden aus den Bacteria-Profilen

Die in Abb. 3.33 gekennzeichneten Banden (Nr.1-10) wurden ausgeschnitten und
die extrahierten DNA-Fragmente Uber den Zwischenschritt der Klonierung
sequenziert. In Tab. 3.22 sind die Ergebnisse der Sequenzierung kurz
zusammengefasst. Je Bande wurden maximal drei Klone sequenziert, wobei nicht

jede Sequenzierung erfolgreich war.

Fur die im Bacteria-Profil von Tag 1 markierten Banden (Nr.1-3) war bei den
Kontroll-Fermentern und der Behandlung mit 6,76 mmol-d®* FS die Gattung

Streptococcus mit einer Ubereinstimmung von 100% zur Datenbank des
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Ribosomal Database Projects (RDP) verantwortlich. Fiir die mit 3,38 mmol-d™* FS

behandelten Fermenter wurde mit einer Ubereinstimmung von 66% Acetivibrio

identifiziert (Bande Nr.2). Im Bacteria-Profil an Tag 14 wurde sowohl in der

Kontrolle von V1 (Bande Nr.4) als auch in den FS-behandelten Fermentern von
V1, V2 und V3 Succiniclasticum gefunden (Banden Nr. 5, 7, 8, 10). AuRerdem
wurden die Gattungen Prevotella in der Kontrolle von V1 (Bande Nr.4) und den mit
FS behandelten Fermentern von V1 und V3 (Bande Nr.6 und 9) identifiziert.
Anaerovibrio wurde in den mit 3,38 mmol-d* FS behandelten Fermentern in V1

gefunden (Bande Nr.5).

Tab. 3.22: Sequenzierte Klone aus entsprechender Bande und Ergebnisse des Sequenzvergleichs
mit der Datenbank des Ribosomal Database Projects (RDP).

;_5 BaNTje KI\II(:.n Domane/Klasse/Ordnung/Familie Gattung (Ahnlichkeit)
1 1 |Bacteria/Bacilli/Lactobacillales/Streptococcaceae Streptococcus (100%)
; 1 2 |Bacteria/Bacilli/Lactobacillales/Streptococcaceae Streptococcus (100%)
% 2 2 |Bacteria/Bacilli/Clostridiales/Ruminococcaceae Acetivibrio (66%)
E 3 1 |Bacteria/Bacilli/Lactobacillales/Streptococcaceae Streptococcus (100%)
§ 3 2 | Bacteria/Bacilli/Lactobacillales/Streptococcaceae Streptococcus (81%)
3 3 |Bacteria/Bacilli/Lactobacillales/Streptococcaceae Streptococcus (100%)
4 2 | Bacteria/Bacteroidetes/Bacteroidales/Prevotellaceae | Prevotella (100%)
4 3 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
5 2 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Anaerovibrio (90%)
i 5 3 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
S 6 2 |Bacteria/Bacteroidetes/Bacteroidales/Prevotellaceae | Prevotella (100%)
‘% 7 2 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
& 7 3 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
- 8 3 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
9 1 |Bacteria/Bacteroidetes/Bacteroidales/Prevotellaceae | Prevotella (100%)
10 3 |Bacteria/Clostridia/Clostridiales/Veillonellaceae Succiniclasticum (100%)
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3.1.2.3 SSCP-Profile der Archaea

LAM

Bei Betrachtung des SSCP-Profils der LAM fiir die Archaea an Tag 1 fallen keine
qualitativen Unterschiede zwischen den Behandlungen auf (Abb. 3.35 A). Die
ermittelten Ahnlichkeitswerte der Clusteranalyse fur die Bandenmuster innerhalb
eines Versuchs sind groRer als 96%. Auch die Versuche ahneln sich stark mit
minimalen Werten von 83,6%. Es zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der
Diversitat der Archaea an Tag 1 durch die Zugabe von FS (pyc=0,4).

Auch das SSCP-Profil der LAM fir die Archaea an Tag 14 zeichnete sich durch
Homogenitat der Bandenmuster aus (Abb. 3.35 B). Dieser Eindruck wird auch im
Dendrogramm der Clusteranalyse in den Ahnlichkeitswerten der Bandenmuster
zueinander reflektiert. Die Werte fur die Ahnlichkeiten der Behandlungen innerhalb
eines Versuchs liegen bei >95%. V1 weist eine Ahnlichkeit von 81,2% zu V2 und
V3 auf. Ein Effekt durch die Behandlung mit FS auf die mikrobielle Diversitat liel3
sich nicht nachweisen (puc=0,07). Der Vergleich der Archaea-Profile an Tag 1 und
Tag 14 zeigte keinen signifikanten Einfluss der Zeit auf die Veranderung der

Diversitat der Archaea (puc=0,8).
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Abb. 3.35: Archaea-Profile der LAM an Tag 1 (A) und Tag 14 (B) mit Dendrogrammen fir die

Versuche (V1, V2, V3) mit

den Kontrollen (a) und den

Fumarsaure-Behandlungen

(3,38 mmol-d™ FS (b); 6,76 mmol-d™ FS (c)); M=Speziesstandard.
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SAM

Im Archaea-Profil der SAM an Tag 14 konnten keine qualitativen Unterschiede

festgestellt werden (Abb. 3.36). Das Dendrogramm mit den Ahnlichkeitswerten

aus der Clusteranalyse zeigt hier, dass die Bandenmuster der Kontrollen zu den

mit FS behandelten Fermentern eines Versuchs mit Werten >95%

nahezu

vollstandig identisch waren. Es wurde kein statistischer Unterschied in der

Diversitat der Archaea durch die Behandlung mit FS ermittelt (pmc=0,4).
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Abb. 3.36: Archaea-Profil der SAM an Tag 14 und Dendrogramm fur die Versuche (V1, V2, V32 mit
den Kontrollen (a) und den Fumarsaure-Behandlungen (3,38 mmol-d* FS (b); 6,76 mmol-d™ FS
(c)); M=Speziesstandard.
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3.2 Fumarsaure und Maissilage

Aufgrund der Tatsache, dass die drei Versuchsdurchgdnge mit Grassilage als
Grundfutter tendenziell zu &hnlichen Ergebnissen fiihrten, wurde fur die
Kombination von Fumarsaure (FS) mit dem Grundfutter Maissilage nur ein
RUSITEC-Versuch durchgefuhrt (V4). Die Graphiken fur die biochemischen
Parameter zeigen die Ergebnisse fur diesen Versuch mit dem Mittelwert und dem
Standardfehler (standard error of the mean, SEM) der vier gleichbehandelten

Fermenter (n=4) fir die gesamte Versuchsphase.

3.2.1 RUSITEC-Versuch

3.2.1.1 pH-Werte

Die pH-Werte lagen fur alle Behandlungen im Bereich zwischen 6,6 und 6,7
(Abb. 3.37). Die Zugabe von FS bewirkte eine signifikante Abnahme des pH-Werts
gegenuber der Kontrolle (p<0,01). Der Faktor Zeit hatte zudem einen signifikanten

Einfluss (p<0,01), der jedoch nicht gerichtet zu sein schien.
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Abb. 3.37: pH-Werte der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,01 (Kontrolle vs. 3,38 mmol-d* FS, Kontrolle vs.
6,76 mmol-d™ FS), Zeit p<0,01, Behandlung x Zeit n.s..
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3.2.1.2 Redoxpotentiale

Die FS-Zugabe fuhrte nicht zu signifikanten Unterschieden im Redoxpotential
zwischen den Behandlungen (Abb. 3.38). Uber die gesamte Versuchsphase
wurde beobachtet, dass das Redoxpotential von Tag 7 an konstant negativer

wurde. Dieser Zeiteffekt war signifikant (p<0,001).
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©
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Abb. 3.38: Redoxpotentiale der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit n.s..

3.2.1.3 Produktion der SCFA

Wahrend die Produktionsraten der gesamten SCFA fiur die Kontrollen Werte unter
40 mmol pro Tag annahmen, lag durch die Zugabe von FS eine signifikante
Erhéhung auf Werte von Uber 40 mmol pro Tag vor (Abb. 3.39; p<0,01). Ein

Einfluss der Zeit war statistisch nachweisbar (p<0,01).
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Abb. 3.39: Gesamte SCFA-Produktion der Kontrolle und der Fumarséure-Behandlungen (FS} (X
+ SEM;n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,01 (Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™ FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit p<0,01, Behandlung x Zeit n.s..
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Acetat-Produktion
Es wurden im Mittel pro Tag etwa 20 mmol Acetat gebildet, wobei die Behandlung
mit FS keinen Einfluss auf die Acetat-Produktion zeigte (Abb. 3.40). Ein

signifikanter Einfluss der Zeit spiegelte sich auch hier wider (p<0,01).
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Abb. 3.40: Acetat-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,01, Behandlung x Zeit n.s..

Propionat-Produktion

Die Propionat-Produktion wurde durch die FS-Zugabe signifikant beeinflusst
(Abb. 3.41). Die Zugabe von 6,76 mmol-d* FS filhrte zu einer signifikanten
Erhéhung von ca. 10 mmol Propionat pro Tag auf 15 mmol (p<0,001). Die
Propionat-Produktion war durch den Faktor Zeit signifikant beeinflusst (p<0,001).
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Abb. 3.41: Propionat-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X + SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,001 (Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™* FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS, 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit p<0,001, Behandlung
X Zeit n.s..
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Butyrat-Produktion
Die Butyrat-Produktion lag zu Beginn der Versuchsphase bei etwa 5 mmol pro Tag
und sank an Tag 14 auf Werte von unter 4 mmol pro Tag (Abb. 3.42; p<0,001). Es

konnte kein Einfluss von FS auf die Butyrat-Produktion nachgewiesen werden.

— Kontrolle
3,38 mmold™ FS
B 5 76 mmold” FS

Produktionsrate Butyrat [mmol -d']

Abb. 3.42: Butyrat-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) ( X +SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit p<0,01.

Isovalerat-Produktion

Die Isovalerat-Produktion stieg von 4 mmol an Tag 7 auf etwa 5 mmol an Tag 14
an (Abb. 3.43; p<0,001). Wahrend kein Behandlungseffekt durch FS nach-
gewiesen werden konnte, lag eine signifikante Interaktion der Faktoren
Behandlung und Zeit vor (p<0,05).
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3,38 mmol-d” FS
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Abb. 3.43: Isovalerat-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit p<0,05.
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Valerat-Produktion
Die Valerat-Produktion erreichte Werte von etwa 1 mmol pro Tag (Abb. 3.44). Es
konnten weder durch FS-Zugabe hervorgerufene Behandlungseffekte noch

Zeiteffekte nachgewiesen werden.
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Abb. 3.44: Valerat-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit n.s., Behandlung x Zeit n.s..
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3.2.1.4 Molare Anteile der SCFA im Inokulum

Die molaren Anteile der SCFA in der Pansenflissigkeit am Starttag des Versuchs
wurden aus den SCFA-Konzentrationen (Tab. 6.12) berechnet. Die Konzentration
des Acetats (C2) belief sich auf 67,5 mmolI* (Tab. 6.12), dies entsprach einem
molaren Anteil von 70% (Abb. 3.45). Die Konzentrationen des Propionats (C3) und
des Butyrats (C4) wurden auf 19,3 mmol-I'* bzw. 8,5 mmolI* (Tab. 6.12) bestimmt.
Daraus ergaben sich ein molarer Propionat-Anteil von 20% und ein molarer
Butyrat-Anteil von 9%. Die Konzentrationen des Isobutyrats (iC4) und des Valerats
lagen unter der Nachweisgrenze (<0,3 mmol-I"). Firr Isovalerat (iC5) wurde eine
Konzentration von 0,6 mmol-I* (Tab. 6.12) nachgewiesen, was einem molaren

Anteil von 1% entsprach.

80+
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15+
10
5_ I
0-
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SCFA
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Abb. 3.45: Molare Anteile der SCFA in der Pansenflissigkeit, die fir die Inokulation von V4 aus
dem Rind entnommen wurde (X* SEM; n=3; C2=Acetat, C3=Propionat, iC4=Isobutyrat;
C4=Butyrat; iC5=Isovalerat; C5=Valerat). Werte fehlender Saulen lagen unter der Nachweisgrenze
(<0,3 mmol-I™).
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3.2.1.5 Molare Anteile der SCFA in den Fermentern

Molare Acetat-Anteile

Die molaren Acetat-Anteile an der gesamten SCFA-Produktion lagen bei 40-50%
(Abb. 3.46). Die FS-Zugabe bewirkte eine signifikante Abnahme des molaren
Acetat-Anteils (p<0,001). Sowohl die Zeit (p<0,05) als auch die Interaktion von

Behandlung und Zeit (p<0,01) hatten einen signifikanten Einfluss.

100
— Kontrolle

3,38 mmol-d”’ FS
5 76 mmol-d™" FS

Molarer Anteil Acetat [%]

Abb. 3.46: Molare Acetat-Anteile der Kontrolle und Fumarséaure-Behandlungen (FS) (X = SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,001 (Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™ FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS, 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit p<0,05, Behandlung x
Zeit p<0,01.
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Molare Propionat-Anteile

Die molaren Propionat-Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA stiegen
signifikant von 25% (Kontrolle) durch die Zugabe von 6,76 mmol-d* FS auf tiber
30% an (Abb. 3.47; p<0,01). Es lag ein signifikanter Einfluss der Zeit vor (p<0,05).
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Abb. 3.47: Molare Propionat-Anteile der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,01 (Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit
p<0,05, Behandlung x Zeit n.s..

Molare Butyrat-Anteile

In der Kontrolle betrug der molare Butyrat-Anteil an der Gesamtproduktion der
SCFA etwa 12% (Abb. 3.48). Durch FS sank der molare Anteil signifikant (p<0,01).
Die Zeit (p<0,001) und die Interaktion zwischen den Faktoren Behandlung und Zeit

beeinflussten den molaren Butyrat-Anteil signifikant (p<0,01).
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Abb. 3.48: Molare Butyrat-Anteile der Kontrolle und Fumarséaure-Behandlungen (FS) (X + SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,01 (Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™® FS,
Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit p<0,01.
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Molare Isovalerat-Anteile

Die Zugabe von FS hatte keinen Einfluss auf die molaren Isovalerat-Anteil an der
Gesamtproduktion der SCFA (Abb. 3.49). Es zeigte sich ein Einfluss der Zeit
(p<0,001), der zu einer signifikanten Zunahme der molaren Anteile von 10% an
Tag 7 auf 14% an Tag 14 fuhrte.
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Abb. 3.49: Molare Isovalerat-Anteile der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X = SEM;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit n.s..

Molare Valerat-Anteile
Fir Valerat wurden molare Anteile an der Gesamtproduktion der SCFA von 2-3%
ermittelt (Abb. 3.50). Diese wurden weder durch die Behandlung mit FS noch

durch die Zeit oder der Interaktion beider Faktoren beeinflusst.
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Abb. 3.50: Molare Valerat-Anteile der Kontrolle und Fumarséaure-Behandlungen (FS) (X + SEM,;
n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit n.s., Behandlung x Zeit n.s..
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3.2.1.6 Acetat-Propionat-Verhaltnisse

Signifikante FS-Effekte lie3en sich fur die Verhaltnisse von Acetat zu Propionat
nachweisen (Abb. 3.51; p<0,001). Wahrend in den Kontroll-Fermentern Werte von
etwa 2 erreicht wurden, kam es durch FS zu einer signifikanten Abnahme auf bis

zu 1,3. Zusatzlich wurde ein signifikanter Einfluss der Zeit festgestellt (p<0,001).
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Abb. 3.51: Acetat-Propionat-Verhaltnisse der Kontrolle und der Fumarsaure-Behandlungen (FS)
(X £ SEM; n=4). Ergebnisse der two-wa}/ ANOVA: Behandlung p<0,001 (Kontrolle wvs.
3,38 mmol-d* FS, Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™ FS, 3,38 mmol-d* FS vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit
p<0,001, Behandlung x Zeit n.s..
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3.2.1.7 Fermentationsgas

Fir die Produktion des gesamten Fermentationgases wurden pro Tag Werte
zwischen 300 ml und 400 ml ermittelt (Abb. 3.52). Die Gasproduktion war durch
die Zugabe von FS nicht verandert verglichen mit der Kontrolle. Es zeigte sich ein

signifikanter zeitlicher Einfluss auf die Gasproduktion (p<0,01).
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Abb. 3.52: Produktion des gesamten Fermentationsgas der Kontrolle und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) (X + SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit
p<0,01, Behandlung x Zeit n.s..
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CHs-Produktion
Die Zugabe von FS hatte keinen Einfluss auf die CH4-Produktion (Abb. 3.53). Zu
Beginn der Versuchsphase lag die tagliche Produktion bei ca. 100 ml, fiel dann auf

70 ml ab und stieg gegen Versuchsende wieder auf ca. 100 ml an. Dieser zeitliche

Einfluss war signifikant (p<0,01).
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Abb. 3.53: CH,-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X + SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,01, Behandlung x Zeit n.s..

CHs-Anteile

Das Fermentationsgas bestand zu etwa einem Drittel aus CH,4 und zwei Drittel aus
CO; (Abb. 3.54, 3.56). Es kam zu einer signifikanten Reduktion der CHy-Anteile
auf 23% bzw. 20% durch die Zugabe von 3,38 mmol-d* bzw. 6,76 mmol-d™* FS
(Abb. 3.54; p<0,001). Es lag ein signifikanter Zeiteffekt vor (p<0,05).
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Abb. 3.54: CH,-Anteile am Fermentationsgas der Kontrolle und Fumarséure-Behandlungen (FS)

(Xt SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,001 (Kontrolle vs.
3,38 mmol-d* FS, Kontrolle vs. 6,76 mmol-d* FS, 3,38 mmol-d* FS vs. 6,76 mmol-d™* FS), Zeit
p<0,05, Behandlung x Zeit n.s..
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COz-Produktion
Die CO,-Produktion schwankte in einem Bereich von taglich 200-340 ml
(Abb. 3.55). Es konnten keine signifikanten Anderungen in der CO,-Produktion

durch FS gezeigt werden. Demgegentiber stand ein signifikanter Einfluss der Zeit

(p<0,05).
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Abb. 3.55: CO,-Produktion der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X = SEM; n=4).
Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,05, Behandlung x Zeit n.s..

COz-Anteile

Die Zugabe von FS beeinflusste die CO»-Anteile am Fermentationsgas signifikant
(Abb. 3.56; p<0,001). Diese stiegen infolge der Behandlungen mit 3,38 mmol-d™
bzw. 6,76 mmol-d* FS auf 76% bzw. 78% an. Der Faktor Zeit beeinflusste die
CO,-Anteile zusatzlich signifikant (p<0,05).
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Abb. 3.56: CO,-Anteile am Fermentationsgas der Kontrolle und Fumarsaure-Behandlungen (FS)
(X £SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung p<0,001 (Kontrolle wvs.
3,38 mmol-d* FS, Kontrolle vs. 6,76 mmol-d* FS, 3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™ FS), Zeit
p<0,05, Behandlung x Zeit n.s..
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Mittlere CH4- und CO,-Produktion

Zusammenfassend sind in Abb. 3.57 die Ergebnisse der lber die gesamte
Versuchsphase gemittelten CH4- und CO,-Produktion gezeigt. Es konnte eine
leichte numerische Reduktion der CHg-Produktion durch die FS-Behandlung
beobachtet werden, die jedoch nicht statistisch signifikant war. Die numerische
Reduktion betrug durch Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS in V1 pro Tag etwa 12 ml.

Bei der CO,-Produktion kam es zu einer numerischen Zunahme durch die
Behandlung mit FS. Infolge der Zugabe von 6,76 mmol-d® FS konnte eine
Zunahme um 32 ml beobachtet werden. Auch hierbei handelte es sich nicht um

einen signifikanten Einfluss.
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Abb. 3.57: Mittlere CH,4- und CO,-Produktion tber die gesamte Versuchsphase fiir die Kontrollen
und Fumarsaure-Behandlungen (FS) (X +*SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA:
Behandlung: n.s.
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3.2.1.8 Ammoniak-Konzentrationen
Die Konzentrationen des Ammoniaks lagen bei 8-10 mmol-I*. Es konnte kein
Einfluss durch die Zugabe von FS festgestellt werden (Abb. 3.58). Der Faktor Zeit

wirkte sich nicht auf die Ammoniak-Konzentrationen aus.

20+
— Kontrolle

16 3,38 mmold™ FS
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Konzentration Ammoniak [mmol -I"']

Abb. 3.58: Ammoniak-Konzentrationen der Kontrolle und der Fumarsaure-Behandlungen (FS)

(X = SEM; n=4). Ergebnisse der two-way ANOVA: Behandlung n.s., Zeit n.s., Behandlung x Zeit
p<0,05.

3.2.1.9 Mikrobielle Proteinsynthese

Insgesamt wurde pro Tag 450-480 mg mikrobielles Protein synthetisiert
(Abb. 3.59). Die Behandlung mit FS beeinflusste die gesamte mikrobielle
Proteinsynthese nicht.
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Abb. 3.59: Gesamtes gebildetes Protein der Kontrolle und Fumarséaure-Behandlungen (FS) uber
die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4). Ergebnisse der one-way ANOVA: Behandlung n.s..

110



Ergebnisse

Mikrobielle Proteinsynthese der LAM und SAM

Sowohl fur die Proteinsynthese durch die LAM als auch durch die SAM konnte
kein FS-Einfluss nachgewiesen werden (Abb. 3.60). Die LAM bildeten mit einer
mittleren Menge von 315 mg pro Tag mehr Protein als die SAM (150 mg pro Tag).
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Abb. 3.60: Gebildetes Protein durch die LAM bzw. SAM fir Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) tber die gesamte Versuchsphase (X +SEM; n=4). Ergebnisse der one-way
ANOVA: Behandlung n.s.

Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese

Es wurde etwa 80 g mikrobielles Protein pro kg abgebauter OS synthetisiert
(Abb. 3.61). Es traten keine signifikanten Unterschiede in der Effizienz der
mikrobiellen Proteinsynthese (EMP) durch die Zugabe von FS auf.
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Abb. 3.61: Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese (EMP) fiir Kontrollen und Fumarsaure-
Behandlungen (FS) tber die gesamte Versuchsphase (X + SEM; n=4). Ergebnisse der one-way
ANOVA: Behandlung n.s.
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3.2.1.10 Verdaulichkeiten der Rohnéahrstoffe

Weder die Verdaulichkeiten der OS noch des XP wiesen signifikante Unterschiede
auf (Abb. 3.62). Im Mittel wurden Werte um 57% fir die Verdaulichkeiten der OS
erreicht. Die Verdaulichkeiten des XP lagen im Mittel bei 55%.
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Abb. 3.62: Verdaulichkeiten der organischen Substanz (OS) bzw. des Rohproteins (XP) fur
Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen (FS) Uber die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).
Ergebnisse der one-way ANOVA: Behandlung n.s..

Fur die Verdaulichkeiten der NDF und ADF verhielt es sich ahnlich wie fur die OS
und das XP. In beiden Fallen fluhrte die Zugabe von FS zu keinem signifikanten
Behandlungseffekt (Abb. 3.63). Fir die NDF wurde Verdaulichkeiten von etwa

25% und fir die ADF von 16% ermittelt.

100+ 100+
90 90
S 80 S 80
w 704 w 704
a] (]
Z 604 < 50
= 3
£ 50 % 504
= £
2 404 S 404
g 304 g 304
2 B
2 204 2 204
107 10# M
0 0
Kontrolle 3,38 mmol-d”' 6,76 mmol-d”! Kontrolle 3,38 mmol-d”? 6,76 mmol-d!
FS FS FS FS
Behandlung Behandlung

Abb. 3.63: Verdaulichkeiten der neutralen (NDF) bzw. der sauren Detergenzienfasern (ADF) fir
Kontrollen und Fumarsaure-Behandlungen (FS) Uber die gesamte Versuchsphase ( X + SEM; n=4).
Ergebnisse der one-way ANOVA: Behandlung n.s..
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3.2.1.11 Protozoa

Die entnommene Pansenflissigkeit (native Probe) hatte eine signifikant hohere
Anzahl an Protozoa als die nach einem Versuchstag enthommene Probe aus den
Kontroll-Fermentern (Abb. 3.64; t-test,x* SEM; n=3; p<0,001). Wahrend die
native Probe 217.000 Protozoa pro ml enthielt, befanden sich an Tag 1 etwa
50.000 pro ml in den Fermentern. Nach 14 Tagen nahm die Zahl weiter auf etwa
10.000 pro ml ab. Dieser Einfluss der Zeit auf die Protozoa war hoch signifikant
(p<0,001). Ein Effekt der FS wurde nicht festgestellt.
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Abb. 3.64: Anzahlen der Protozoa in der nativen Probe (X + SEM; n=3), den Kontroll-Fermentern

und den mit Fumarsaure (FS) behandelten Fermentern (X + SEM; n=4). Ergebnisse der one-way
ANOVA: Behandlung n.s., Zeit p<0,001, Behandlung x Zeit n.s..
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3.2.2 Ergebnisse der SSCP-Analyse

Auch fur die Untersuchung des Einfluss der FS in Kombination mit Maissilage als
Grundfutter wurde zunéchst die gDNA isoliert. Die Agarose-Gelbilder der sich
anschlieBenden nested PCR (Abb. 3.65) zeigen, dass die gewtnschten PCR-
Produkte mit der Lange von 408 bp fur die Bacteria (Abb. 3.65 A) und Archaea
(Abb. 3.65 B) erfolgreich aus der gDNA amplifiziert werden konnten.
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Abb. 3.65: Agarose-Gelbilder der nested PCR der Bacteria (A) und der Archaea (B) flur den
Versuch mit Maissilage und Fumarsaure an Tag 1 und Tag 14 (Fermenter A, F, I, J=Kontrolle; B,
E, H, K=3,38 mmol-d™ FS; C, D, G, L=6,76 mmol-d* FS; M=GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder;
N=Negativ-Kontrolle).
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3.2.2.1 SSCP-Profile der Bacteria

LAM

Das SSCP-Profil der partikelassoziierten Bacteria fir Tag 1 zeigte keine
Unterschiede beztiglich der Bandenmuster zwischen Kontroll-Fermentern und mit
FS behandelten Fermentern (Abb. 3.66 A). Das Dendrogramm mit den
Ahnlichkeitswerten bestéatigte diesen Eindruck. Die Bandenmuster wiesen eine
minimale Ahnlichkeit von 93,9% auf. Auch statistisch wurde kein signifikanter

Einfluss von Fumarséaure auf die Diversitat der Bacteria nachgewiesen (puc=1,0).

In dem Bacteria-Profil an Tag 14 waren, wenn auch in unterschiedlicher Intensitét,
in jeder Spur die gleichen Banden vorhanden. Das Profil zeichnete sich durch eine
minimale Ahnlichkeit der Bandenmuster von 75,2% aus (Abb. 3.66 B). Der
Permutationstest konnte keine signifikante Beeinflussung der Bandenmuster der
Fermenter durch den Faktor Behandlung detektieren (pumc=0,9). Ein Vergleich der
Profile von Tag 1 und Tag 14 fihrte zu keinem signifikanten Nachweis einer
zeitlichen Anpassung der Bacteria im RUSITEC-Versuch (pmc=0,7).
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Abb. 3.66: Bacteria-Profile der LAM an Tag 1 (A) und Tag 14 (B) mit Dendrogrammen (Fermenter

A, F, I, J=Kontrolle;
M=Speziesstandard).

116

B, E, H, K=3,38 mmol-d* FS; C, D, G, L=6,76 mmol-d’ FS:



Ergebnisse

SAM

In dem Profil der an die Futterpartikel gebundenen Bacteria konnten keine
qualitativen Unterschiede zwischen den Kontroll-Fermentern und den mit FS
behandelten Fermentern festgestellt werden (Abb. 3.67). Sowohl das
Dendrogramm mit Ahnlichkeitswerten von 296,8% fiir die Bandenmuster als auch
die statistische Auswertung mit Hilfe des Permutationstests (pwc= 0,2) konnten

dies bestatigen.
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Abb. 3.67: Bacteria-Profil der SAM an Tag 14 mit Dendrogramm (Fermenter A, F, |, J=Kontrolle;
B, E, H, K=3,38 mmol-d* FS; C, D, G, L=6,76 mmol-d" FS; M=Speziesstandard).
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3.2.2.2 SSCP-Profile der Archaea

LAM

Die LAM-Profile der Archaea an Tag 1 und Tag 14 zeigten eine deutliche
Homogenitat der Bandenmuster (Abb. 3.68 A und B). Die Dendrogramme kamen
zu demselben Ergebnis. An Tag 1 ahnelten sich die unterschiedlich behandelten
Fermenter insgesamt zu 295,3%, an Tag 14 noch zu 81,9%. Dieses Resultat
konnte im Permutationstest bestéatigt werden. Es wurde weder ein signifikanter
Einfluss der FS auf die Diversitat der Archaea an Tag 1 (puc=0,09) noch an Tag
14 (pmc=0,9) festgestellt.

Beim Vergleich beider Tage miteinander konnte kein signifikanter zeitlicher
Einfluss nachgewiesen werden (pwc=0,9). Die Diversitat der mit der
Fermenterflissigkeit assoziierten Archaea veranderte sich im RUSITEC-Versuch
bei Verwendung von Maissilage und Kraftfutter als Substrat im Laufe der Zeit
nicht.
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Abb. 3.68: Archaea-Profile der LAM an Tag 1 (A) und Tag 14 (B) mit Dendrogrammen (Fermenter

A, F, I, J=Kontrolle;
M=Speziesstandard).
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SAM

In dem Profil der an die Partikel gebundenen Archaea war in allen Spuren die
gleiche Anzahl von Banden vorhanden (Abb. 3.69). Die Clusteranalyse konnte
insgesamt Ahnlichkeiten von 277,6% ermitteln. Der Permutationstest ergab eine
signifikante Anderung der Diversitat der Archaea durch die Behandlung
(pmc<0,05). Im paarweisen Vergleich der Behandlungen (pair-wise a posteriori
comparison) konnte nicht nachgewiesen werden, zwischen welchen
Behandlungen die signifikanten Unterschiede in den Bandenmustern auftraten
(Kontrolle vs. 3,38 mmol-d™* FS: pyc=0,6; Kontrolle vs. 6,76 mmol-d™* FS: pyc=0,1;
3,38 mmol-d™ FS vs. 6,76 mmol-d™* FS: puc=0,8).

3,38 mmol-d-' 6,76 mmol-d-! Ahnlichkeiten [%]

Kontrolle
FS FS

3,38 mmol-d'FS (K)

M A F I J B EHKZC DGIUL WM
6,76 mmol-d'FS (L)
- - Kontrolle J)
b Kontrolle 0]

i 13

Kontrolle (F)

H 3,38 mmol-d' FS (H)

6,76 mmol-d-' FS (D)

" H : 6,76 mmol-d-' FS (G)
3,38 mmol-d'FS (B)

| 96.3
“ H 776 o5/ — 3,38 mmol-d' FS (E)

L 6,76 mmol-d”' FS (C)

Kontrolle (A)

Abb. 3.69: Archaea-Profil der SAM an Tag 14 mit Dendrogramm (Fermenter A, F, |, J=Kontrolle;
B, E, H, K=3,38 mmol-d* FS; C, D, G, L=6,76 mmol-d" FS; M=Speziesstandard).
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3.3 Hj-Bilanz

In Tab. 3.23 ist die H,-Bilanz fiir die Zugabe von 6,76 mmol-d* FS in allen
Versuchen (V1, V2, V3, V4) zusammengefasst, da sich beziglich dieser FS-Dosis
die meisten signifikanten Veranderungen ergeben haben. Es sind die Uber die
Versuchszeit gemittelten Werte fiir den Uberschuss an Propionat und Acetat und
fur die Reduktion des CH, verglichen mit der Kontrolle gezeigt, sowie die benétigte
oder freigesetzte Menge an H, bei der entsprechenden Reaktion (X ; n=4).

Tab. 3.23: Hy-Bilanz im RUSITEC-System aller Versuche (V1, V2, V3, V4) fur die Zugabe von

6,76 mmol-d” FS berechnet fir die gemittelten Werte tGber die Versuchsphase (A Differenz zur
Kontrolle; — Reduktion um; + Zunahme um).

Grassilage Maissilage

[mmol-d™] V1 V2 V3 V4
A Propionat| -H, +4,35 | =-4,35 | +4,69 -4,69 +4,49 | -4,49 +5,37 | =5,37
A Acetat +2H, | +1,52 | +3,04 | +0,66 | +1,32 | +1,31 | +2,62 | +1,12 | +2,24
A CH, +4H, | -0,32 | +1,28 | -0,43 | +1,72 | -0,32 | +1,28 | =-0,53 | +2,12

Restl. H, aus Pool -0,03 -1,65 -0,59 -1,01
> Propionat, Acetat 5,87 5,35 5,80 6,49
Metabolisierte FS 86,8% 79,1% 85,8% 96,0%

7.5 Grassilage Maissilage

[ H, fur Propionat-Bildung aus FS
= freier H, aus Acetat-Bildung aus FS
I freier H, aufgrund CH,-Reduktion

H, [mmol-d™]

-7.5-

V1 V2 V3 v4

Abb. 3.70: H,-Bilanz fir die Zugabe von 6,76 mmol-d* FS fiir V1, V2, V3 und V4 basierend auf der
Propionat-Bildung aus FS, der Acetat-Bildung aus FS und der CH4-Reduktion.

In V1 entsprach die fur die Propionat-Bildung aus FS bendétigte H,-Menge von
4,35 mmol-d? nahezu der Summe derjenigen, die durch die numerische
CHs-Reduktion um 0,32 mmol-d? und der Acetat-Produktion aus FS von
1,52 mmol-d* erreicht wurde (Tab. 3.23, Abb. 3.70). In V2-4 wurde mehr H, fiir die
Propionat-Bildung bendtigt als durch die Acetat-Produktion und die unterdriickte
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CHs-Produktion bereitgestellt werden konnte. Die restliche H,-Menge belief sich
dabei in V2, V3 und V4 auf 1,65 mmol-d™*, 0,59 mmol-d™ und 1,01 mmol-d™.

Die Tab. 3.23 zeigt, dass in den vier Versuchen zwischen 80% und 96% der FS zu

Acetat und Propionat metabolisiert worden ist.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss von zwei unterschiedlichen
Dosierungen von Fumarséaure (3,38 mmol-d* FS und 6,76 mmol-d* FS) auf den
mikrobiellen Stoffwechsel und die Diversitdt der mikrobiellen Gemeinschaft im
Pansen des Wiederkauers mit Hilfe der Rumen-Simulationstechnik untersucht.
Dies erfolgte zum einen mit Grassilage (V1, V2, V3) und zum anderen mit
Maissilage (V4) als Grundfutter.

4.1 Beurteilung der Rumen-Simulationstechnik als Untersuchungsmethode
Die Rumen-Simulationstechnik (RUSITEC) wurde 1977 erstmals von Czerkawski
und Breckenridge als In-vitro-Inkubationsmethode zur langzeitigen Untersuchung
ruminaler Stoffwechselprozesse entwickelt und beschrieben. Diese Methode
gewahrleistet die Simulation von drei der vier ruminalen Kompartimente
(CzerkAwSKI 1986; CzerkAwskl 1988). Anhand der gemessenen Werte der
untersuchten Parameter und des Vergleichs mit Ergebnissen aus In-vivo-
Untersuchungen wird im Folgenden die Simulation des Pansenstoffwechsels im
RUSITEC-System bewertet.

4.1.1 pH-Werte

Die erzielten pH-Werte der vorliegenden RUSITEC-Versuche 1-4 lagen mit 6,6 bis
6,8 im physiologischen Bereich fir den Pansen (CzerkAwskl 1986). Da der
detektierte Zeiteinfluss bei Betrachtung der Graphiken (Abb. 3.1, Abb. 3.37) nicht
gerichtet zu sein schien, kann man die pH-Werte als konstant ansehen.
Beobachtungen zufolge werden stabile Bedingungen nach etwa vier bis sechs
Tagen erreicht (CzERKAWSKI 1986; CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE 1977). In dieser
Untersuchung filhrte eine Aquilibrierungsphase von sieben Tagen zu in vivo
ahnlichen, konstanten pH-Werten, welche fur die hohe Stabilitdt des RUSITEC-
Systems sprechen.

4.1.2 Redoxpotentiale
Das anaerobe Milieu im Pansen &uf3ert sich in einem negativen Redoxpotential,

das zwischen -100 mV bis -300 mV variieren kann (BARRY et al. 1977; BREVES &
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LEONHARD-MAREK 2010; MAROUNEK et al. 1991). Zur Aufrechterhaltung dieser
anaeroben Verhaltnisse im RUSITEC-System wurde der Sauerstoff, der bei jedem
Offnen in die Fermenter gelangt war, mittels Begasung mit Stickstoff aus dem
RUSITEC-System verdrangt. Die ermittelten Werte der Redoxpotentiale wiesen im
Vergleich zwischen den einzelnen Versuchen Unterschiede auf, die innerhalb des
physiologischen Schwankungsbereichs lagen. Da die Zeiteffekte keine gerichteten
Unterschiede aufwiesen, ist also von konstanten anaeroben Bedingungen

auszugehen.

4.1.3 SCFA

In Abhangigkeit vom Substrat kdnnen die molaren SCFA-Anteile im Pansen von
Wiederkauern fur Acetat zwischen 40-70%, Propionat zwischen 15-40%,
Isobutyrat zwischen 0,4-2,8%, Butyrat zwischen 10-15%, Isovalerat zwischen
0,5-4% und fur Valerat zwischen 0,5-3% variieren (BREVES & LEONHARD-MAREK
2010; CzerkAWSKI 1986; HUNGATE 1966). In der Pansenflissigkeit, die am Starttag
der Versuche fur die Inokulation verwendet wurde, wurden molare Anteil von 70%
fur Acetat, 18-22% fur Propionat, 2% fir Isobutyrat, 9-10% fur Butyrat, 0,5-2,0%
fur Isovalerat und 2% fir Valerat gemessen. Die wahrend der Versuche ermittelten
molaren SCFA-Anteile in den Fermentern lagen mit Werten von 40-60% fur
Acetat, 20-35% fur Propionat, 8-10% flur Butyrat und 2-5% flir Valerat weitgehend
in den in der Literatur beschriebenen Bereichen. Auffallend war allerdings der mit
5-15% sehr hohe molare Isovalerat-Anteil.

Da weder In-vivo- noch In-vitro-Untersuchungen mit molaren Isovalerat-Anteilen
Uber 5% bekannt sind, konnen die Ursachen dieser hohen Anteile nicht
abschlieBend beurteilt werden. Isovalerat entsteht als Fermentationsprodukt beim
mikrobiellen Proteinabbau (EL-SHAzLY 1952; HUNGATE 1966). Die hohen molaren
Isovalerat-Anteile sind aus diesem Grund wahrscheinlich ein Hinweis auf einen
hohen Proteinabbau. Insgesamt kennzeichnen die Ergebnisse der SCFA nicht nur
eine erfolgreiche Kultivierung der mikrobiellen Population mit ihren fermentativen
Eigenschaften, sondern auch deren gelungene Aufrechterhaltung und Stabilitat

uber den Versuchszeitraum im RUSITEC-System.
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4.1.4 Fermentationsgas

Die Produktion des Fermentationsgases unter In-vitro Bedingungen ist generell
nicht zu vergleichen mit der In-vivo-Produktion, da sie u.a. vom Volumen der
Fermentationskammer abhéngt. Die in den vorliegenden RUSITEC-Versuchen
ermittelten Produktionsraten von taglich 300 ml bis 500 ml liegen aber in der
Grollenordnung, die bereits fur die Gasproduktion in zahlreichen In-vitro-
Untersuchungen im RUSITEC-System beschrieben wurden. In Abhangigkeit vom
verwendeten Substrat und den Versuchsbedingungen kann die Produktion des
Fermentationsgases zwischen 300 ml und 2000 ml pro Tag sehr variabel sein
(CARRO & MILLER 1999; CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE 1977; DOHME et al. 2001;
DURAND et al. 1988; GIRALDO et al. 2007; HILDEBRAND et al. 2010; KLEVENHUSEN et
al. 2009; NEwsoLD et al. 2005).

Die Zusammensetzung des Fermentationsgases aus etwa 30% CH,4 und 70% CO,
in dieser Studie entspricht den Werten, die auch in vivo im Wiederkauer
nachgewiesen wurden (HUNGATE 1966; NELSON et al. 1960). Aufgrund der
Tatsache, dass der ermittelte Zeiteffekt fur die relativen Anteile von CH, und CO,
am Fermentationsgas nicht gerichtet gewesen ist, kann man die Werte als stabil
ansehen. Diese Ergebnisse sprechen daher ebenfalls fur die erfolgreiche
Simulation der ruminalen Stoffwechselprozesse und die Aufrechterhaltung einer
stabilen mikrobiellen Population im RUSITEC-System.

4.1.5 Ammoniak-Konzentrationen und mikrobielle Proteinsynthese

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Ammoniak-Konzentration und der
mikrobiellen Proteinsynthese. Ammoniak entsteht im Pansen des Wiederkauers
einerseits beim Abbau des zugefuhrten Rohproteins und der Nicht-Protein-
Stickstoffhaltigen (NPN) Verbindungen und andererseits beim Abbau von
mikrobiellem Protein (BELASCO 1954; MCDONALD 1948; OBARA et al. 1989; OWENS
& ZINN 1988). Ein erheblicher Anteil des mikrobiellen Proteins stammt aus dem
Ammoniak-Pool der Pansenflissigkeit (BELASCO 1954; OwWENS & ZINN 1988;
PISULEWSKI et al. 1981).

In  Abhangigkeit vom fermentiertem Substrat und dem Zeitpunkt der
Probenentnahme wurden invivo im Pansen des Wiederkduers Ammoniak-

Konzentrationen zwischen 5 mmol-I* und 45 mmol-I* ermittelt (AHARONI et al.
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1991; HUNGATE 1966; RAmos et al. 2009). In dieser Untersuchung lagen die
Ammoniak-Konzentrationen in V1-V3 bei 10-14 mmoll* und in V4 bei
8-10 mmol-I*. Auch in bereits publizierten RUSITEC-Versuchen wurden bei
ahnlicher Substratversorgung ahnliche Ammoniak-Konzentrationen gemessen
(GIRALDO et al. 2007; MARTINEZ et al. 2009; OEZTUERK et al. 2005; SoLIvA et al.
2004).

Die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese wird in vivo bei einer Heu-
basierenden Fitterung mit 140-200 g-kg™ abgebauter OS beschrieben (MARTINEZ
et al. 2010a). Die mikrobiell synthetisierten Proteinmengen von 120-170 g-kg™
abgebauter OS in den RUSITEC-Versuchen mit Grassilage stimmten damit
tiberein. In dem RUSITEC-Versuch mit Maissilage wurde mit 80 g-kg™ abgebauter
OS ein geringerer Wert erreicht. Ursachlich fur diesen niedrigeren Wert scheint
der geringere Rohproteingehalt der Maissilage zu sein (Tab. 2.2), bei dessen
Abbau weniger Ammoniak entstehen kann (BOGUHN et al. 2006). Insgesamt
stimmte sowohl die synthetisierte Menge des mikrobiellen Proteins (450-900 mg)
als auch die Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese mit den Ergebnissen aus
vorangegangenen RUSITEC-Versuchen uberein (FRASER et al. 2007; GARCIA-
GONzALEZ et al. 2010; JALc & CERTIK 2005; OEzTUERK et al. 2005; SENG et al.
2008).

4.1.6 Verdaulichkeiten der Rohnéahrstoffe

In vivo kénnen die ruminalen Verdaulichkeiten fir die organische Substanz (OS)
bei 40-60%, fur das Rohprotein (XP) bei 40-70% und fur die neutralen und sauren
Detergenzienfasern (NDF, ADF) bei 50-64% und 25-66% liegen (GONTHIER et al.
2004; MARTINEZ et al. 2010a; PLASCENCIA & ZINN 1996; TAMMINGA 1979; Wu et al.
1994). Die in dieser Studie ermittelten Verdaulichkeiten beliefen sich fur die OS
auf 60%, fur das XP auf 55-70%, fur die NDF auf 25-40% und fur die ADF auf
16-35%. Wahrend die Verdaulichkeiten der NDF und ADF in der vorliegenden In-
vitro-Untersuchung niedriger als in vivo waren, stimmten jedoch alle analysierten
Werte mit denen in anderen RUSITEC-Experimenten ermittelten Gberein (FRASER
et al. 2007; GIRALDO et al. 2007; MARTINEZ et al. 2009; MARTINEZ et al. 2010a;
SOLIVA et al. 2004). In einer direkten Vergleichsstudie von ruminaler In-vivo- und

In-vitro-Fermentation konnte bereits gezeigt werden, dass die Verdaulichkeit fur
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NDF und ADF in vitro deutlich unter denen in vivo lagen (MARTINEZ et al. 2010a).
Als Ursache hierfir kommen die Unterschiede in der selektiven Retentionszeit der
Futterpartikel zwischen In-vivo- und In-vitro-Untersuchung in Frage (MARTINEZ et
al. 2010a).

4.1.7 Protozoa

Die Anzahl der Protozoa in vivo im Pansen von Wiederkauern ist mit
beschriebenen Werten zwischen 170.000 pro ml und 700.000 pro ml sehr variabel
(DEHORITY 1984; MARTINEZ et al. 2010b; MicHALOWSKI 1975; MICHALOWSKI et al.
1986). Die Anzahl der in dieser Studie ermittelten Protozoa in vivo (native Proben)
belief sich auf 120.000-400.000 pro ml und liegt damit weitgehend in dem o.g.
Bereich. Allerdings konnte wahrend aller RUSITEC-Versuche ein starker
Ruckgang der Anzahl der Protozoa auf etwa 10.000 pro ml beobachtet werden.
Dieses Phanomen wurde in vorangegangenen In-vitro-Untersuchungen héufig
beobachtet und scheint typisch fir RUSITEC-Versuche zu sein (MANSFIELD et al.
1995; MARTINEZ et al. 2010b; SLYTER et al. 1964; SLYTER & PUTNAM 1967; ZIEMER
et al. 2000). Die Ursachen sind nicht bis ins Detail geklart, ein zu hoher
Flussigkeitsturnover konnte jedoch zur Auswaschung einiger Protozoa gefiuihrt
haben, da diese relativ lange Generationszeiten aufweisen (MANSFIELD et al. 1995;
MARTINEZ et al. 2010b; SLYTER & PUTNAM 1967; ZIEMER et al. 2000). Als weitere
Einflussfaktoren werden die Substratmenge und die Retentionszeit der festen
Phase beschrieben (CRAWFORD et al. 1980; THEATHER & SAUER 1988). Die In-vitro-
Kultivierbarkeit der Protozoa ist also als begrenzt zu bewerten. Dennoch reflektiert
die konstante Protozoa-Population und deren Aufrechterhaltung ab dem
7. Versuchstag ein stabiles RUSITEC-System.

4.1.8 Populationsstruktur der mikrobiellen Gemeinschaft

Der Nachweis von zeitabhangigen Veranderungen der mikrobiellen Gemeinschaft
der Bacteria wahrend der RUSITEC-Versuche 1-3 beim Vergleich der Profile von
Tag 1 mit Tag 14 zeigt, dass eine Anpassung an das In-vitro-System
stattgefunden hat. Obwohl solche Unterschiede in der Diversitat der bakteriellen
Gemeinschaft zwischen In-vivo- und In-vitro-Systemen auftreten kdnnen
(MARTINEZ et al. 2010b), konnte dennoch eine starke Ahnlichkeit im Aufbau der

Gemeinschaften nachgewiesen werden (ZIEMER et al. 2000). Fest steht daher,
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dass die Rumen-Simulationstechnik eine wertvolle Methode zur Untersuchung
mikrobieller Gemeinschaften unter kontrollierten Bedingungen darstellt.

4.1.9 AbschlieRende Beurteilung

Festzuhalten ist, dass Diskrepanzen zwischen den im Pansen von Wiederkauern
und den in vitro gemessenen Parametern im RUSITEC-System auftreten kénnen.
Im Gegensatz zu der u.a. in vivo im Wiederk&uer nicht konstanten Rate der
Speichelsekretion und dem Abtransport der Fermentationsprodukte aus dem
Pansen (HUNGATE 1966), handelt es sich bei der Rumen-Simulationstechnik um
ein konstantes System mit kontrollierbaren, definierten Bedingungen. Diese
Eigenschaft und die Tatsache, dass es gelungen ist, die meisten Parameter des
ruminalen Stoffwechsels in vitro zu simulieren, machen das RUSITEC-System zu
einer geeigneten Untersuchungsmethode. Insgesamt bestéatigen die Ergebnisse
der RUSITEC-Versuche 1-4 die erfolgreiche Simulation des Pansenstoffwechsels
als Vorrausetzung fur eine In-vitro-Untersuchung zum Einfluss von FS auf das
biochemische Profil des mikrobiellen Stoffwechsels und der mikrobiellen

Diversitat.
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4.2 Reproduzierbarkeit der Versuche mit Fumarsaure und Grassilage
Die Reproduzierbarkeit identischer RUSITEC-Versuche wurde anhand von V1, V2

und V3 untersucht.

421 pH-Werte

Die pH-Werte waren innerhalb der Behandlung mit 3,38 mmol-d* FS bei V1, V2
und V3 identisch. Innerhalb der Kontrollen und der Behandlung mit 6,76 mmol-d™
FS kam es zu signifikanten Unterschieden zwischen den Versuchen, obwohl die
Graphik (Abb. 3.1) eine hohe Konstanz der pH-Werte innerhalb der Behandlungen
bei den Versuchen zeigte. Diese statistisch signifikanten Unterschiede scheinen
das Resultat der geringen absoluten Unterschiede gleichbehandelter Fermenter
und der hohen Messgenauigkeit der pH-Elektrode zu sein. Die Versuche werden
als reproduzierbar eingestuft, da bei allen ein gleiches Muster bezuglich der
Veréanderungen des pH-Wertes durch die Zugabe von FS festzustellen war.

4.2.2 Redoxpotentiale

Die Redoxpotentiale der Kontrollen und der FS-Behandlungen waren in jedem
Versuch unterschiedlich (Abb. 3.2). Da die Versuchsbedingungen jedoch identisch
waren, ist die einzige mogliche Erklarung hierfir die Verwendung von
verschiedenen Redox-Elektroden. Dies wurde notwendig aufgrund von
Beschadigungen. Die erste Elektrode (V1: InLab® 501) war bereits in mehreren
Versuchen zum Einsatz gekommen und fuhrte zu weniger negativen
Redoxpotentialen filhrte als die InLab® Redox Pro Elektrode in V2. Diese sollte fiir
die Messung in der vorliegenden Suspension der Fermenterflissigkeit laut
Hersteller besser geeignet sein. In V3 wurde dann eine neue typgleiche Elektrode
verwendet, die zu den negativsten Ergebnissen fuhrte. Die Messung des
Redoxpotentials scheint demnach stark abhangig vom Elektrodentyp zu sein.
Aufgrund der Verwendung verschiedener Elektroden war die Messung des

Redoxpotentials in V1, V2 und V3 wahrscheinlich nicht reproduzierbar.

4.2.3 SCFA

Die Produktion der gesamten SCFA fihrte in V1, V2 und V3 zu denselben
Ergebnissen (Abb. 3.3). Diesbezuglich spricht dies fur eine erfolgreiche
Reproduzierbarkeit der drei Versuche.
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Bei der Acetat-Produktion wurden signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchen detektiert. Da Abb. 3.4 allerdings zeigt, dass diese Unterschiede
quantitativ nicht ausgepragt sind, ist es wahrscheinlich, dass sie aus einer hohen
Messgenauigkeit innerhalb eines Versuchs resultieren. Zudem fuhrten die
Behandlungen in allen Versuchen tendenziell zu den gleichen Ergebnissen. Fur
die molaren Acetat-Anteile wurden keine signifikanten Unterschiede durch den

Faktor Versuch festgestellt.

Die Propionat-Produktion wurde innerhalb der Kontrolle und der Behandlung mit
6,76 mmol-d* FS nicht durch den Faktor Versuch beeinflusst (Abb. 3.5). Die
Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS fiihrte in allen Versuchen zu demselben Ergebnis.
Damit konnte gezeigt werden, dass das RUSITEC-System in identischen

Versuchen in gleicher Weise auf eine Behandlung reagiert hat.

Sowohl bezlglich der Butyrat-Produktion als auch der molaren Butyrat-Anteile
kamen V1, V2 und V3 zu demselben Ergebnis (Abb. 3.6). Dies war somit

reproduzierbar.

Am auffalligsten waren die Ergebnisse fir die Produktion von Valerat und
Isovalerat (Abb. 3.7, 3.8). Zu Beginn wurde in V2 verglichen mit V1 und V3 zwar
weniger Isovalerat, aber dafir mehr Valerat gebildet. Im Laufe der Versuchszeit
stieg die Isovalerat-Produktion jedoch an und die Valerat-Produktion nahm ab.
Dennoch wurden in der Summe insgesamt geringere Mengen in V2 verglichen mit
V1 und V3 produziert. Die Diskrepanz bezuglich der Produktion von Isovalerat und

Valerat zwischen den Versuchen wurde in den molaren Anteilen reflektiert.

Verzweigtkettige Fettsauren, wie Isovalerat, aber auch Valerat sind einerseits
Fermentationsprodukte des mikrobiellen Proteinabbaus (EL-SHAZLY 1952;
HUNGATE 1966). Andererseits fordern lIsovalerat und Valerat die mikrobielle
Proteinsynthese durch bestimmte cellulolytische Mikroorganismen im Pansen, da
sie als sog. Wachstumsfaktoren gelten (ALLISON et al. 1962; BENTLEY et al. 1954;
BRYANT & DOETSCH 1955; DEHORITY et al. 1967; WEGNER & FOSTER 1963). Im
Hinblick auf die Ergebnisse dieser Untersuchung bedeutet das, dass in V2
entweder zu Versuchsbeginn weniger Protein abgebaut wurde oder mehr
Isovalerat und Valerat in die mikrobielle Neusynthese eingegangen sind. Ware
weniger Protein abgebaut worden, hatten aufgrund einer positiven Korrelation
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auch die Ammoniak-Konzentrationen in V2 zu Versuchsbeginn geringer sein
missen (EL-SHAzLY 1952). Dies konnte jedoch in dieser Studie nicht bestatigt
werden. Allerdings kdnnte die erhdhte mikrobielle Proteinsynthese durch die SAM

in V2 (Abb. 3.25) ein Hinweis auf den Verbleib des Isovalerats und Valerats sein.

Mit den Ausnahmen von Isovalerat und Valerat zeigten V1, V2 und V3 ahnliche
Fettsduremuster. Das RUSITEC-System hat bei der Mehrheit der einzelnen SCFA
in gleicher Weise auf die Behandlung reagiert, so dass diese Ergebnisse als

reproduzierbar beurteilt werden kdnnen.

4.2.4 Acetat-Propionat-Verhaltnisse

Die Verhéltnisse von Acetat zu Propionat waren bei V1, V2 und V3 in den
Kontrollen identisch (Abb. 3.15). Signifikante Unterschiede ergaben sich innerhalb
der FS-Behandlungen zwischen den Versuchen. Insgesamt war die Reaktion des
RUSITEC-Systems auf die Behandlung zwischen den Versuchen reproduzierbar
(Tab. 3.14).

4.2.5 Fermentationsgas

Es traten durch den Faktor Versuch bedingte signifikante Unterschiede bei der
gesamten Gasproduktion, der CH,4- und CO,-Produktion, sowie bei den CH4- und
CO,-Anteilen zwischen den Versuchen innerhalb aller Behandlungen auf (Abb.
3.16-3.21). Obwohl der relative CH,4-Anteil von V1 Uber V2 bis zu V3 anstieg,
wurde damit einhergehend eine abnehmende CHj-Produktion festgestellt. Die
Ursache scheinen die unterschiedlichen Volumina des Fermentationsgases zu
sein, die von V1 uber V2 bis zu V3 kontinuierlich abfielen (Abb. 3.16).

Als mogliche Ursache fiur die héhere Produktion des Fermentationsgases in V1
kame eventuell eine groRere Anzahl von Mikroorganismen in Frage. Da CO, und
CH; wahrend der Fermentation durch die Mikroorganismen entstehen
(CzerkAawskl 1986), konnte mehr Gas gebildet worden sein, wenn mehr
Mikroorganismen vorhanden sind. Denkbar ist auch, dass eine Kombination aus
einer erhohten Anzahl Mikroorganismen und die spezielle Messmethodik
urséchlich fir diese Unterschiede sind. Mit Hilfe des Trommelgaszahlers wurde
das gesamte Gasvolumen im Gasbeutel erfasst, inklusive des durch Begasung

der Uberlaufe zugefilhrten Stickstoffs. Die Bestimmung des tatséchlichen
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Volumens des Fermentationsgases (CH, und CO,) erfolgte durch die Subtraktion
des Stickstoff-Volumens basierend auf dem gaschromatographisch analysierten
Stickstoff-Anteil in den Gasproben. Die Berechnung des Volumens des
Fermentationsgases hangt also direkt mit den gemessenen Gas-Anteilen
zusammen. Es ist nun denkbar, dass aufgrund des geringen CHs-Anteils in der
gesamten Gasprobe in V1 eine gewisse Messungenauigkeit auftritt (pers.
Mitteilung, LOReY 2010) und so auch das Volumen des Fermentationsgases
beeinflusst wird. Hinzu kommt, dass die gaschromatographischen Analysen in
dieser Studie von mehr als einer Person durchgefihrt wurden. Schlussfolgernd
bedeutet das, dass die Ergebnisse zur Produktion des Fermentationsgases
maoglicherweise leicht durch aul3ere begrenzt kontrollierbare Faktoren beeinflusst
waren. Es ist aber festzuhalten, dass die drei Versuche in gleicher Weise auf die

Behandlung reagiert haben, welche somit reproduzierbar war.

4.2.6 Ammoniak-Konzentrationen und mikrobielle Proteinsynthese
Bei allen Behandlungen lieRBen sich signifikante Unterschiede in den Ammoniak-

Konzentrationen zwischen den Versuchen nachweisen.

In V1 wurden die signifikant geringsten Ammoniak-Konzentrationen festgestellt
(Abb. 3.22). AuRerdem wurde in V1 die grof3te Menge mikrobiellen Proteins durch
die LAM synthetisiert, wodurch sich auch insgesamt eine héhere Proteinsynthese
in V1 ergeben hat (Abb. 3.23). Auch die Effizienzen der mikrobiellen
Proteinsynthese waren in V1 am grof3ten (Abb. 3.26). Zwar wurde in V2 die grof3te
synthetisierte Menge des SAM-Proteins ermittelt, dies hatte jedoch keinen Einfluss
auf die gesamte mikrobielle Proteinsynthese. Der Zusammenhang zwischen der
Ammoniak-Konzentration und der mikrobiellen Proteinsynthese wird im Folgenden

beschrieben.
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Der Ammoniak-Pool in den Fermentern des
RUSITEC-Systems wird von verschiedenen
Faktoren bestimmt (Abb. 4.1). Infundiert
wurden mit der RUSITEC-Pufferldsung
5 mmol-I* NH4Cl als Stickstoffquelle fiir das

optimale Wachstum der Mikroorganismen
(SATTER & SLYTER 1974). Ammoniak entsteht
FociEr dann einerseits beim Abbau des zugefiihrten
Rohproteins und der NPN-Verbindungen und
andererseits beim Abbau von mikrobiellem
Protein (BELASCO 1954; MCDONALD 1948;
OBARA et al. 1989; OWENS & ZINN 1988).
Wahrend der mikrobiellen Proteinsynthese wird
Ammoniak wiederum gebunden (BELASCO
1954; OWENS & ZINN 1988; PISULEWSKI et al.
1981). AuRerdem wird es mit dem Uberlauf aus

NPN (NH,CI) den Fermentern entfernt.
Futter:
Proteine
NPN (Urea)

Die mikrobielle Proteinsynthese in V1 scheint

Abb. 4.1: Umsetzung Stickstoffhaltiger demnach aufgrund der Bindung einer gro3eren
Verbindungen im RUSITEC-System
am Beispiel eines Fermenters (AS:
Aminosauren; NPN:  Nicht-Protein-
Stickstoffhaltige-Verbindungen).

Menge Ammoniak erhfht gewesen zu sein.
Dies konnte in V1 zu den geringeren
Ammoniak-Konzentrationen in den Fermentern
gefuihrt haben. Die hoheren Ammoniak-Konzentrationen in V2 und V3 lassen sich
demzufolge mit einer verminderten mikrobiellen Proteinsynthese gegenuiber V1
erklaren. Die mikrobielle Proteinsynthese ist gleichbedeutend mit mikrobiellem
Wachstum (SATTER & SLYTER 1974), welches dementsprechend in V1 hdher

gewesen sein musste als in V3.

Da allerdings in allen Versuchen (V1, V2, V3) den Fermentern die gleiche
Stickstoffmenge (NH4Cl in der Pufferlésung, Rohprotein im Futter, NPN-
Verbindungen) zugefuhrt wurde, bleibt die Ursache fur die zwischen den
Versuchen unterschiedlichen Reaktionen innerhalb einer Behandlung zunachst
ungeklart. Dennoch sind die Ergebnisse der drei Versuche innerhalb der
physiologischen Grenzen als reproduzierbar zu bewerten.
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4.2.7 Verdaulichkeiten der Rohnéhrstoffe

Wahrend die Verdaulichkeiten der NDF und ADF in allen Versuchen gleich waren,
konnten in V3 die signifikant geringste Verdaulichkeiten der OS und des XP
nachgewiesen werden (Abb. 3.27-3.30). Die hdchsten Verdaulichkeiten des XP
wurden in V1 festgestellt. Diese Ergebnisse passen sehr gut zu den Erkenntnissen
aus dem Kapitel 4.2.6. Das dort beschriebene erhéhte mikrobielle Wachstum in V1
konnte zu einer hoheren Verdaulichkeit des XP und der OS gefuhrt haben
(GriswoLD et al. 2003). Im Umkehrschluss konnte das geringere mikrobielle
Wachstum in V3 im Vergleich zu V1 zu niedrigeren Verdaulichkeiten des XP
gefuhrt haben.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass versuchsbedingte Unterschiede nicht in
den Verdaulichkeiten der Rohnahrstoffe auftraten. Dort, wo sie aufgetreten sind,
lassen sie sich anhand der Ergebnisse zur Ammoniak-Konzentrationen und
mikrobiellen Proteinsynthese erklaren. Innerhalb der physiologischen Grenzen fir

die Werte waren die Ergebnisse der drei Versuche reproduzierbar.

4.2.8 Protozoa

Die Zahl der Protozoa in der Pansenflissigkeit (native Probe) und an Tag 1 war in
V1 signifikant am geringsten, und unterschied sich damit von V2 und V3
(Abb. 3.31). Obwohl die Inokula in den drei Versuchen in der Quantitat der
Protozoa nicht gleichwertig gewesen sind, machte sich dieser signifikante
Unterschied an den Tagen 7 und 14 nicht mehr bemerkbar. Das bedeutet, dass
das RUSITEC-System bei V1, V2 und V3 die Zahl der Protozoa auf die gleiche

Weise beeinflusst hat. Aus diesem Grund waren diese Ergebnisse reproduzierbar.

4.2.9 Populationsstruktur der mikrobiellen Gemeinschaft

Mit der SSCP-Analyse konnten im Bacteria-Profil der LAM in V1 an Tag 1 sowohl
in den FS-Ansatzen als auch in der Kontrolle definierte Banden (Abb. 3.33;
Banden Nr.1-3) detektiert werden, die in V2 und V3 nicht vorhanden waren. Im
Bacteria-Profil der LAM an Tag 14 war dies der Fall fur die Bande Nr.4 in der
Kontrolle von V1.

Im Bacteria-Profil der LAM an Tag 1 konnten zwei der drei Banden der Gattung

Streptococcus (Banden Nr.1+3) und eine Bande Acetivibrio (Bande Nr.2)
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zugeordnet werden. Im Gegensatz zu Streptococcus lag die Ahnlichkeit des

sequenzierten 16S rDNA-Genabschnitts zu Acetivibrio nur bei 66%.

Innerhalb der Gattung Acetivibrio ist nur eine Spezies bekannt, A. cellulolyticus
(MURRAY 1986). Cellobiose und Cellulose dienen als Substrat, wobei als
Fermentationsprodukte Acetat, CO, und H; entstehen kdnnen (KHAN et al. 1984;
PATEL et al. 1980). Mikrobielles Wachstum findet bei Umgebungstemperaturen von
20-40°C und bei pH-Werten um 7,0 statt (PATEL et al. 1980). Obwohl
A. cellulolyticus bisher nur im Klarschlamm nachgewiesen wurde (PATEL et al.
1980) und sich die hier beschriebene Ahnlichkeit der gefundenen Sequenz nur auf
66% belauft, ware es aufgrund der Eigenschaften dieser Art dennoch durchaus

denkbar, dass sie auch im Pansen vorkommt.

Fur den Pansen ist S. bovis als Vertreter der Gattung Streptococcus bekannt
(BRYANT 1959; HUNGATE 1966). S. bovis fermentiert Starke, Glucose und andere
Substrate, wobei als Endprodukte Acetat, Formiat und CO, entstehen kdnnen. Es
kénnen aber auch Lactat und Ethanol gebildet werden (HUNGATE 1966). S. bovis
wurde in V1 in den Banden Nr.1 und 3 nachgewiesen. Die aus der Bande Nr.2
stammenden Klone konnten nicht alle erfolgreich sequenziert werden.
Naheliegend ist jedoch, dass es bei der Sequenzierung weiterer Klone neben
Acetivibrio auch zur Identifikation von S. bovis gekommen wére. Es war davon
auszugehen, dass auch in V2 und V3 S. bovis nachweisbar sein sollte, da es sich
um eine natdrlich im Pansen vorkommende Bacteria-Spezies handelt. Weshalb ist
dann aber fir V2 und V3 in der entsprechenden Laufhéhe keine ebenso deutliche
Bande wie in V1 zu sehen? Bisherigen Erkenntnissen zufolge kann eine Spezies
mehrere Banden im SSCP-Gel hervorrufen, weil eine Nucleotid-Sequenz
verschiedene Konformationen annehmen kann (DOHRMANN & TEBBE 2004).
AulRRerdem verfligen viele Bacteria Uber mehrere Kopien der 16S rRNA-Gene
(FOGEL et al. 1999), welche sich in ihrer Nucleotid-Sequenz voneinander
unterscheiden konnen (CiLIA et al. 1996). Es kann also aufgrund dessen vermutet
werden, dass sich in den Fermentern der V2 und V3 ebenfalls S. bovis befunden
hat, wobei die entsprechende Nucleotid-Sequenz an anderer Stelle im SSCP-Gel

zu einer Bande gefuhrt haben misste.
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Im Bacteria-Profil der LAM an Tag 14 konnte die Sequenzierung der aus den
Banden Nr.4-10 extrahierten DNA eine phylogenetische Zugehoérigkeit zu den
Gattungen Anaerovibrio (Bande Nr.5), Prevotella (Banden Nr. 4, 6, 9) und
Succiniclasticum (Banden Nr. 4, 5, 7, 8, 10) belegen. Fur die Gattung Anaerovibrio
ist im Pansen die Spezies A. lipolytica beschrieben (PRrRINS et al. 1975). Fur die
Gattung Prevotella sind P. albensis, P. brevis, P. bryantii und P.ruminicola
bekannt (AVGUSTIN et al. 1997). Der einzige bekannte Vertreter seiner Gattung ist
Succiniclasticum ruminis (GyLswyk 1995). Molekularbiologischen Untersuchungen
zufolge dominiert im Rinderpansen die Gattung Prevotella die bakterielle
Population (STEVENSON & WEIMER 2007). A. lipolytica, S. ruminis und Prevotella
sind im Pansen unter physiologischen Bedingungen prasent (GyLswyk 1995;
HUNGATE 1966).

Das Auftreten der Bande Nr.4 in der Kontrolle von V1 scheint eine Ausnahme zu
sein. In V2 und V3 konnten keine Banden in gleicher Laufhdhe identifiziert werden.
Da viele Bacteria Uber mehrere Kopien der 16S rRNA-Gene verfiigen (FOGEL et al.
1999), welche sich in ihrer Nucleotid-Sequenz voneinander unterscheiden konnen
(CiLiA et al. 1996), bedeutet das vorliegende Ergebnis nicht, dass Prevotella in den

Kontroll-Fermentern in V2 und V3 nicht vorkam.

In den mit gleicher FS-Dosis behandelten Ansétzen lieRen sich hinter den Banden
einer Laufhéhe nicht immer dieselben Spezies identifizieren. In dem mit
3,38 mmol-d®* FS behandelten Ansatz wurde S. ruminis in V1 (Bande Nr.5),
S. ruminis in V2 (Bande Nr.7) und Prevotella in V3 (Bande Nr.9) nachgewiesen. In
dem mit 6,76 mmol-d™* FS behandelten Ansatz trat Prevotella in V1 (Bande Nr.6),
S. ruminis in V2 (Bande Nr.8) und V3 (Bande Nr.10) auf. Da die Sequenzierung
gezeigt hat, dass sich hinter einer Bande mehrere verschiedene Nucleotid-
Sequenzen und damit auch mehrere Spezies verbergen konnen, ist es
wahrscheinlich, dass die Sequenzierung weiterer Klone auch zur ldentifikation
gleicher Spezies in den Banden gefiihrt hatte. Diese ist keine neue Beobachtung,
sondern wurde bei Analysen von mikrobiellen Gemeinschaften schon haufig
festgestellt (GoMES et al. 2001; SCHMALENBERGER & TEBBE 2003; SEKIGUCHI et al.
2001). Als Ursachen kommen &hnliche oder gleiche Wandereigenschaften der

Sequenzen im SSCP-Gel in Frage (DOHRMANN & TEBBE 2004).
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Es lieBen sich keine Bandenunterschiede zwischen den Versuchen im Bacteria-
Profil der SAM, in den Archaea-Profilen der LAM an den Tagen 1 und 14 und der
SAM nachweisen (Abb. 3.34-3.36). Insgesamt lassen die Ergebnisse den Schluss
zu, dass die Resultate zur mikrobiellen Diversitat in den Versuchen reproduzierbar

gewesen sind.

4.2.10 AbschlieRende Beurteilung

Insgesamt deuten die Ergebnisse der drei Versuche daraufhin, dass in V1 das
mikrobielle Wachstum am starksten war. Infolge dessen kodnnten niedrigere
Ammoniak-Konzentrationen, hohere Verdaulichkeiten der OS und des XP
verzeichnet worden sein, wodurch mehr Fermentationsgas gebildet worden sein
konnte. Die moéglichen Ursachen kénnen jedoch nicht eindeutig definiert werden.
Das Substrat und die Pufferlésung konnen ausgeschlossen werden, da sie in allen

Versuchen identisch waren.

In Frage kommt als einzige Variable der zur Inokulation verwendete feste und
flussige Panseninhalt. Obwohl die Entnahmen bei allen Versuchen aus demselben
Rind zur selben Uhrzeit erfolgten und die Art der Fitterung identisch war, konnten
signifikante Unterschiede in den molaren SCFA-Anteilen zwischen den Versuchen
belegt werden (Abb. 3.9). Dies kbénnte ein Hinweis auf die Verschiedenheit der
Inokula sein. Die Zusammensetzung des Panseninhalts ist abhangig von
mehreren Faktoren und nur in einem gewissen Rahmen kontrollierbar:
Flissigkeitsaufnahme, Futteraufnahme, Speichelproduktion, Zustand des Tieres
(OWENS & GOETSCH 1988).

Aufgrund der Tatsache, dass potentielle interexperimentelle Einflussfaktoren im
Rahmen des Moglichen durch den identischen Versuchsaufbau minimiert wurden,
konnten bei der Mehrheit der Parameter gleiche oder ahnliche Reaktionen der drei
Versuche im RUSITEC-System beobachtet werden. Da diese Reaktionen und
Tendenzen zudem innerhalb des physiologischen Bereichs fir die einzelnen
Parameter lagen (Kapitel 4.1), sind die RUSITEC-Versuche als reproduzierbar

einzustufen.
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4.3 Einfluss von Fumarsaure

Infolge der Reproduzierbarkeit der drei RUSITEC-Versuche mit Fumarsaure (FS)
und Grassilage (V1, V2, V3) wurde fiir die Kombination von FS und Maissilage als
Grundfutter nur ein RUSITEC-Versuch (V4) durchgefuhrt. Da die Ergebnisse der
Versuche mit FS und Grassilage auf die mit FS und Maissilage extrapolierbar sind,

werden diese im Folgenden gemeinsam diskutiert.

4.3.1 Einfluss von Fumarsaure auf den mikrobiellen Stoffwechsel

Bisher liegen keine Publikationen zum Einfluss von FS auf den mikrobiellen
Stoffwechsel aus RUSITEC-Untersuchungen vor. Aus diesem Grund werden die
vorliegenden Ergebnisse mit Resultaten aus Studien verglichen, in denen Fumarat
untersucht wurde. Fumarat ist das bei der Dissoziation von FS entstehende Anion.
Da FS bei einem pH-Wert von 4,5 zu 50% als Fumarsaure und zu 50% als
Fumarat vorliegt (LATSCHA & KLEIN 1997), ist dieser Vergleich zul&ssig.

Insgesamt konnten die deutlichsten Effekte auf die meisten biochemischen
Parameter sowohl bei den Versuchen mit Gras- als auch mit Maissilage durch die

Zugabe von 6,76 mmol-d™* FS verzeichnet werden.

4.3.1.1 pH-Werte

Die signifikante Senkung des pH-Werts in den Fermentern der Versuche mit
Grassilage und Maissilage durch die Zugabe von FS erklart sich aufgrund der
Saurestarke von FS, welche mit einen pKs;- und pKsa-Wert von 3,0 und 4,5 als
stark einzustufen ist (LATSCHA & KLEIN 1997). Da die Zugabe von FS mit einer
Steigerung der SCFA-Produktion einherging, ist davon auszugehen, dass die
SCFA zu der Senkung des pH-Werts beigetragen haben. Durch die Verwendung
der RUSITEC-Pufferlosung wurde der pH-Wert jedoch nicht Uber den
physiologischen Bereich hinaus gesenkt (Tab. 3.1, Abb. 3.1, Abb. 3.37).

Vergleichbare Mengen Fumarat wirkten sich in den in der Literatur beschriebenen
RUSITEC-Experimenten nicht (LOPEz et al. 1999) oder sogar leicht erhbhend auf
den pH-Wert aus (JALC & CERTIK 2005; NEwBOLD et al. 2005). Eine Erh6hung des
pH-Wertes durch FS wurde auch in vivo nachgewiesen (MoLANO et al. 2008),
andere In-vivo-Studien zeigten hingegen keine pH-Anderungen (BEAUCHEMIN &
MCGINN 2006; MCGINN et al. 2004). Eine Senkung des pH-Werts durch FS konnte
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nur in vitro mit der batch culture Methode festgestellt werden (NEwBoOLD et al.
2005; WALLACE et al. 2006).

Die mdglichen Grinde fur die unterschiedlichen Auswirkungen auf den pH-Wert
konnen vielfaltig sein. Die beschriebenen RUSITEC-Experimente unterscheiden
sich nicht nur untereinander im Fllssigkeitsturnover, im verwendeten Substrat und
dessen Menge, sondern auch verglichen mit dieser Untersuchung in der
Zusammensetzung der RUSITEC-Pufferlésung mit dem daraus resultierenden
pH-Wert. Bei der in dieser Untersuchung verwendeten Pufferldosung handelte es
sich nicht um den Puffer mit einem pH-Wert von 8,4 (McDOUGALL 1948), sondern
um eine modifizierte Variante, die fur den Einsatz in RUSITEC-Versuchen
ebenfalls etabliert ist (KocH et al. 2006; OEzZTUERK et al. 2005).

4.3.1.2 Redoxpotentiale

Die Redoxpotentiale innerhalb eines Versuchs deuten auf stabile anaerobe
Bedingungen hin, die durch FS nicht verandert wurden. Das bedeutet, dass die
Voraussetzung fur die erfolgreiche Kultivierung einer funktionierenden mikrobiellen

Gemeinschaft auch nach Zugabe von FS gegeben war.

4.3.1.3 SCFA

Die Zugabe von 6,76 mmol-d® FS in dieser Untersuchung fiihrte zu einer
signifikant gesteigerten Produktion der gesamten SCFA. Auch in anderen In-vitro-
Experimenten wurde bei der Applikation von Fumarat in den Dosierungen
3,76 mmol-d™ und 6,25 mmol-d* eine Erhthung der Produktion der gesamten
SCFA nachgewiesen (GIRALDO et al. 2007; LOPEz et al. 1999; NEwBOLD et al.
2005). Da Fumarat und FS von einigen ruminalen Bacteria als Substrate genutzt
werden kdnnen, wobei als Fermentationsprodukt vorwiegend Propionat, aber auch
Acetat entstehen kann (Abb. 4.2) (ASANUMA & HINO 2000; CARRO & RANILLA 2003;
DEMEYER & HENDERICKX 1967), scheint der Grund fir die in der Literatur
beschriebenen und in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls erhobenen

Befunde die durch FS oder Fumarat gesteigerte Propionat-Produktion zu sein.
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Acetat

Die mikrobielle Fermentation der FS zu Acetat konnte durch die Zugabe von
6,76 mmol-d™* FS nur in der Kombination mit Grassilage als Grundfutter fiir V1 und
V3 signifikant bestatigt werden (Tab. 3.4). Fur den RUSITEC-Versuch mit
Maissilage als Grundfutter konnte dies nicht statistisch abgesichert werden.

H,0 Fumarat

NADH/H*
NAD*
Malat Succinat
NAD* CoA
NADH/H*
Oxalacetat Succinyl-CoA
Pyruvat Methylmalonyl-CoA
NAD*
NADH/H*
CO, )
Acetyl-CoA Propionyl-CoA

Abb. 4.2: Vereinfachtes Schema zum ruminalen Fumarsaure-Metabolismus (modifiziert nach
DEMEYER & HENDERICKX 1967; UNGERFELD et al. 2007).

Die Abb. 4.2 zeigt, dass es bei der Bildung von 1 mol Acetat aus 1 mol FS zur
Freisetzung von 2 mol H, kommt (DEMEYER & HENDERICKX 1967). Fur diese
Untersuchung bedeutet das, dass in V1 bei einer im Mittel um 1,52 mmol-d™ und
in V3 bei einer um 1,31 mmol-d™* erhéhten Acetat-Produktion 3,04 mmol-d™ bzw.
2,62 mmol-d™ H, frei geworden sein miissten (Kapitel 3.3). Dies ist insofern eine
recht unginstige Voraussetzung fir die Erzielung einer Reduktion der
CHg-Produktion durch FS, da die Bestrebungen dabei in Richtung der Senkung
des H,-Partialdruckes und der Hy-Verfligbarkeit fur die Archaea gehen
(Kapitel 1.3) (ASANUMA et al. 1999; CAsSTILLO et al. 2004; MCALLISTER & NEWBOLD
2008; NEwsoLD & RODE 2006). Welche Bedingungen die Acetat-Produktion aus
FS begunstigen, ist bislang nicht bekannt.
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Wahrend die Erhéhung der Acetat-Produktion durch FS in batch cultures typisch
zu sein scheint (ASANUMA et al. 1999; CALLAWAY & MARTIN 1996; CARRO & RANILLA
2003; GARCIA-MARTINEZ et al. 2005), konnte dieser Effekt nur in einer Studie fir
das RUSITEC-System belegt werden (GIRALDO et al. 2007).

Die signifikante Senkung der molaren Acetat-Anteile durch FS ergab sich als
Konsequenz aus der in V2, V3 und V4 unveranderten Acetat-Produktion und der
insgesamt signifikant erhohten SCFA-Produktion.

Propionat

Die signifikante Steigerung der gesamten SCFA-Produktion durch die Zugabe von
6,76 mmol-d* FS wurde hauptséchlich von einer signifikanten Erhéhung der
Propionat-Produktion getragen (Abb. 3.3 und 3.5, Abb. 3.39 und 3.41). Eine
gesteigerte Propionat-Produktion in Folge der Zugabe verschiedener Mengen FS
bzw. Fumarat wurde auch in vitro mit der batch culture Methode (ASANUMA et al.
1999; CALLAWAY & MARTIN 1996; CARRO & RANILLA 2003; GARCIA-MARTINEZ et al.
2005), im RUSITEC-System (GIRALDO et al. 2007; JALC & CERTIK 2005; LOPEZ et
al. 1999; NewsoLD et al. 2005) und in vivo festgestellt (BAYARU et al. 2001;
BEAUCHEMIN & MCGINN 2006). Diese Beobachtungen lassen darauf schliel3en,
dass FS und Fumarat, wie bereits zuvor erwahnt, den ruminalen Bacteria als

Substrat gedient haben.

Fiur die Bildung von 1 mol Propionat aus 1 mol FS wird 1 mol H, benétigt
(Abb. 4.2) (DEMEYER & HENDERICKX 1967). Das bedeutet hinsichtlich der
vorliegenden Ergebnisse, dass bei der in V1 um 4,35 mmol-d?, in V2 um
4,69 mmol-d*, in V3 um 4,49 mmol-d* und in V4 um 5,37 mmol-d™ erhéhten
Propionat-Bildung die gleichen Mengen an H; benétigt worden sein mussten
(Kapitel 3.3). Der in die Propionat-Bildung aus FS eingegangene H, muisste laut
Schlussfolgerungen von AsANUMA etal. (1999) und LOPEz et al. (1999) den
methanogenen Archaea fir die Methanogenese fehlen. In Folge dessen wurde
dort eine Reduktion der CH4-Produktion festgestellt (AsANUMA et al. 1999; LOPEZ
et al. 1999; NEwBOLD et al. 2005).

Die Erhéhung der Propionat-Produktion durch FS in dieser Studie wurde auch in
den molaren Propionat-Anteilen reflektiert.
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In der vorliegenden Untersuchung sind nur 80-96% der FS (6,76 mmol-d™*) zu
Acetat und Propionat fermentiert worden (Kapitel 3.3). Was mit dem Rest
geschehen ist, ist unklar. Einerseits ware es denkbar, dass FS noch
unmetabolisiert vorgelegen hat oder nur bis zum Zwischenprodukt Succinat
reduziert wurde. Da Succinat aber in der Regel sehr schnell zu Propionat reduziert
wird (BLACKBURN & HUNGATE 1963), ist dies unwahrscheinlich. Ein weiterer
interessanter  Aspekt ist, dass einige methanogene Archaea, z.B.
Methanobacterium thermoautotrophicum, ebenfalls Uber das Enzym Fumarat-
Reduktase verfigen, welche sich aber von derjenigen der Bacteria in einigen
Punkten unterscheidet (BoBik & WOLFE 1989; FucHs et al. 1978; HEIm et al. 1998).
Die Fumarat-Reduktase war bei den methanogenen Archaea an der Synthese von
Proteinen aus FS beteiligt (FucHs et al. 1978). Dieser Weg kdnnte den weiteren
Verbleib der nicht zu Acetat oder Propionat metabolisierten FS erklaren und
daraufhin deuten, dass FS von den methanogenen Archaea ebenfalls

metabolisiert worden sein kdnnte.

Butyrat

Sowohl die Ergebnisse der hier durchgefiihrten als auch der in der Literatur
beschriebenen RUSITEC-Versuche (GIRALDO et al. 2007; LOPEz et al. 1999;
NEwBOLD et al. 2005) zeigten deutlich, dass FS bzw. Fumarat keinen Einfluss auf
die Produktion des Butyrats nimmt (Abb. 3.6 und 3.42). Dies lasst den Schluss zu,
dass Butyrat kein Fermentationsprodukt der FS zu sein scheint.

Die signifikante Reduktion der molaren Butyrat-Anteile durch FS ergab sich in
Folge der unverénderten Butyrat-Produktion und der insgesamt signifikant
erhéhten SCFA-Produktion.

Isovalerat

Die Produktion des Isovalerats wurde nur in V1 durch 6,76 mmol-d* FS signifikant
erhoht (Tab. 3.7, Abb. 3.7). Ein FS-Einfluss auf den molaren Isovalerat-Anteil
verglichen mit der Kontrolle konnte nicht gezeigt werden. NEwBoOLD et al. (2005)
stellten zwar ebenfalls eine numerisch erhohte Isovalerat-Produktion durch die
Zugabe von 6,25 mmol-d* Fumarat ins RUSITEC-System fest, diese war aber
nicht signifikant.
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Der vorliegende Behandlungseffekt durch FS bei einem Versuch ist nicht ohne
Weiteres zu erklaren. Es ist nicht bekannt, wie FS den Stoffwechsel von
Proteinen, aus deren Abbau Isovalerat stammt, beeinflusst haben kénnte. Denn es
konnte weder ein Behandlungseffekt durch FS auf die Ammoniak-
Konzentrationen, noch auf die mikrobielle Proteinsynthese oder die Verdaulichkeit

des Rohproteins nachgewiesen werden.

Valerat

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen konnte kein
eindeutiger FS-Einfluss festgestellt werden, da nur in V2 eine signifikante
Erhéhung der Valerat-Produktion durch die Zugabe von 6,76 mmol-d™ FS
eingetreten ist (Abb. 3.8). Der molare Valerat-Anteil wurde nicht durch die Zugabe
von FS beeinflusst. Wahrend GIRALDO et al. (2007) eine signifikante Steigerung
der Valerat-Produktion nachweisen konnten, wurde dies in anderen In-vitro-
Studien widerlegt (ASANUMA et al. 1999; CALLAWAY & MARTIN 1996; CARRO &
RANILLA 2003; GARCIA-MARTINEZ et al. 2005; LOPEZ et al. 1999).

Es ist bekannt, dass Valerat als Fermentationsprodukt beim Kohlenhydratabbau
entstehen kann (NAGARAJA et al. 1997; SuTTON 1969), durch Kondensation von
Propionyl-CoA Molekllen oder von Acetyl-CoA mit Propionyl-CoA (BERGMAN 1990;
RusseLL 1988). Da FS die Bildung von Acetat und Propionat beeinflussen kann,
deren metabolische Vorstufen Acetyl-CoA bzw. Propionyl-CoA sind (Abb. 1.1), ist
es denkbar, dass FS auf diesem Wege auch eine gesteigerte Valerat-Produktion

bewirken kdnnte, wie es in V2 festgestellt worden ist (Tab. 3.8, Abb. 3.8).

4.3.1.4 Acetat-Propionat-Verhéaltnisse

Der Einfluss von 6,76 mmol-d™* FS auf das Acetat-Propionat-Verhéltnis resultierte
vor allem aus der Erhéhung der Propionat-Produktion. Eine Senkung des
Verhaltnisses in Folge der Zugabe ahnlicher Mengen Fumarat in vitro (CALLAWAY
& MARTIN 1996; CARRO & RANILLA 2003; GARCIA-MARTINEZ et al. 2005; GIRALDO et
al. 2007; JALc & CERTIK 2005; NEwBOLD et al. 2005) und FS in vivo (BEAUCHEMIN &
MCcGINN 2006) konnte ebenfalls in zahlreichen Untersuchungen beobachtet

werden.
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4.3.1.5 Fermentationsgas

In der vorliegenden Untersuchung wurde bei der Zugabe von 6,76 mmol-d™® FS
eine geringfiigige Reduktion der mittleren CH,4-Produktion um 7-12 ml beobachtet
(Abb. 3.21, Abb. 3.57). Es handelte sich dabei jedoch nicht um eine statistisch
signifikante Reduktion. Dieses Ergebnis ist auch Tab. 3.16, Abb. 3.17 und
Abb. 3.53 zu entnehmen. Fur die CO»-Produktion in Tab. 3.18 und Abb. 3.55
wurde kein Einfluss von FS nachgewiesen. Die Abb. 3.21 zeigte jedoch eine
vermeintlich signifikante Erhéhung der mittleren CO,-Produktion in V1, V2 und V3
mit Grassilage um 17-27 ml nach Zugabe von 6,76 mmol-d* FS. Da dieses
unterschiedliche statistische Ergebnis eine Folge der Bildung des Mittelwerts Uber
die Zeit sein konnte, bleibt unklar, ob es sich tatsachlich um ein signifikantes
Ergebnis gehandelt hat. Sowohl die numerische Steigerung der CO,-Produktion in
V4 mit Maissilage als auch die Erhohung um 17-27 ml in V1-V3 konnten bei der
Fermentation von FS zu Acetat frei geworden sein (Abb. 4.2).

Interessanterweise stand der nicht signifikant beeinflussten absoluten CO,- und
CHa-Produktion ein signifikanter Einfluss von 6,76 mmol-d* FS auf die relativen
Anteile von CH4 und CO, am Fermentationsgas gegenuber. Die CHs-Reduktionen
fielen mit etwa 3-4% bei den Versuchen mit Grassilage und mit 5% in dem
Versuch mit Maissilage allerdings niedrig aus. Ursachlich fir die scheinbare
Kontroverse, dass zwar eine signifikante Reduktion des CHj-Anteils durch FS
eingetreten ist, dies aber in den absoluten Werten nicht reflektiert wurde, sind
vermutlich die starken Varianzen fur die gesamte Gasproduktion. Dies ist an den
hohen Werten fur den SEM erkennbar. Aufgrund dessen konnte wahrscheinlich
eine eventuelle Reduktion der CHj-Produktion nicht statistisch abgesichert
werden. Dasselbe konnte fur die numerische Steigerung der CO»-Produktion

gelten.

Die bisher durchgefuihrten Untersuchungen zum Einfluss von FS oder Fumarat auf
die CH4-Produktion kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wéahrend in In-vivo-
Experimenten mit FS eine deutliche Reduktion der CHy-Produktion festgestellt
werden konnte (BAYARU et al. 2001; WALLACE et al. 2006), wobei WALLACE et al.
(2006) die bisher starkste aber stdchiometrisch nicht erklarbare Reduktion von
75% gemessen haben, konnten McGINN et al. (2004) und BEAUCHEMIN et al.

(2006) bei ahnlichen Dosierungen keine methanreduzierenden Eigenschaften der
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FS belegen. Auch Fumarat bewirkte bei Zugabe vergleichbarer Mengen ins
RUSITEC-System einerseits eine signifikante CH4-Reduktion (LOPEZ et al. 1999;
NEwBOLD et al. 2005). Andererseits zeigten GIRALDO et al. (2007) und JALC &
CERTIK (2005) in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Untersuchung, dass
3,75 mmol-d™* bzw. 6,25 mmol-d* Fumarat die CHas-Produktion nicht signifikant
beeinflussten. Wéahrend JALc & CERTIK (2005) dies nicht diskutierten, begriindeten
GIRALDO et al. (2007) dies mit der geringen Menge Fumarat, die appliziert wurde.
Trotz der Verwendung der mit 6,76 mmol-d® FS derzeit héchsten Dosierung im
RUSITEC-System in dieser Studie, wurde die CHa-Produktion nicht signifikant
reduziert. In Anbetracht der Ergebnisse von LOPEZ et al. (1999) und NEwBOLD et
al. (2005) zu 6,25 mmol-d™* Fumarat erweckt diese Tatsache den Anschein, dass
die Menge FS nicht alleine ausschlaggebend sein konnte. Vielmehr kénnte der
Erfolg einer CH4-Reduktion auch abhangig von der Menge und der Art des
verwendeten Substrats sein, welche beim Vergleich der genannten
Untersuchungen die groRten Variablen waren. Fir die bessere Vergleichbarkeit
ware es aus diesem Grund sinnvoll, die RUSITEC-Versuche zumindest in den
Grundziugen laborUbergreifend gleich zu gestalten (Art und Menge des Substrats,
Flussigkeitsturnover).

4.3.1.6 Ammoniak-Konzentrationen und mikrobielle Proteinsynthese

Die vorliegenden Versuche zeigten im Einklang mit anderen Untersuchungen im
RUSITEC-System (GIRALDO et al. 2007; JALC & CERTIK 2005; NEwBOLD et al.
2005), dass FS weder einen Einfluss auf die Ammoniak-Konzentrationen (Tab.
3.20, Abb. 3.58) noch auf die mikrobielle Proteinsynthese (Abb. 3.23, Abb. 3.59)
hatte. Bei der Berechnung der Effizienz der mikrobiellen Proteinsynthese wurde
nur in V3 mit Grassilage eine signifikante Erhéhung durch 6,76 mmol-d™* FS belegt
(Abb. 3.26). Dies kdonnte man als Hinweis auf ein starkeres mikrobielles Wachstum
durch die Verfugbarkeit von zusétzlichem Substrat in Form von FS interpretieren.
LoPEz et al. (1999) publizierte bereits eine erhdhte Anzahl cellulolytischer Bacteria
infolge der Bereitstellung von Fumarat als zusatzlichem Substrat. Dies wirkte sich

steigernd auf die Verdaulichkeit der Trockensubstanz aus.
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4.3.1.7 Verdaulichkeiten der Rohnéhrstoffe

Die Zugabe von FS bewirkte keine Beeinflussung der Verdaulichkeiten der
Rohnahrstoffe (Kapitel 3.1.1.10 und 3.2.1.10). Dies entspricht den Ergebnissen
zur Wirkung von Fumarat in vorangegangenen RUSITEC-Versuchen (GIRALDO et
al. 2007; JALc & CERTIiK 2005; NEwBOLD et al. 2005).

In der Untersuchung von LoOPEZ et al. (1999) ging eine erhdhte Verdaulichkeit der
Trockensubstanz durch Fumarat mit einer Zunahme der cellulolytischen Bacteria
einher. Dies zeigt, dass die beiden Parameter voneinander abhéngen kénnen,
denn eine groRere Anzahl Bacteria ist in der Lage, mehr Substrat zu fermentieren.
Obgleich in Kapitel 4.3.1.6 abschlielRend vermutet wurde, dass in V1 eventuell
erhohtes mikrobielles Wachstum aufgetreten sein konnte, sprechen die
vorliegenden Ergebnisse zu den Verdaulichkeiten in dieser Untersuchung gegen

eine Beeinflussung der Anzahl der Mikroorganismen durch FS.

4.3.1.8 Protozoa

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden RUSITEC-Versuche
mit FS wurde auch in anderen Untersuchungen keine Veranderung der Anzahl der
Protozoa durch Fumarat festgestellt (LOPEZ et al. 1999; NEwBoLD et al. 2005).
Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass FS bzw. Fumarat keine Substrate fur
Protozoa zu sein scheinen (ASANUMA et al. 1999). Andernfalls ware es denkbar
gewesen, dass die Zugabe von FS zu einer erhéhten Protozoa-Anzahl héatte

fuhren konnen.
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4.3.2 Einfluss von Fumarsaure auf die Populationsstruktur der mikrobiellen
Gemeinschaft

In dieser Studie wurde zum ersten Mal der Einfluss von FS auf die

Populationsstruktur der mikrobiellen Gemeinschaft im RUSITEC-System mit Hilfe

der SSCP-Analyse untersucht.

4.3.2.1 Einfluss von Fumarsaure auf die Gemeinschaft der Bacteria
Es konnte weder ein Einfluss von FS auf die Populationsstruktur der Bacteria bei
den Versuchen in Kombination mit Grassilage (V1, V2, V3) noch in Kombination
mit Maissilage (V4) festgestellt werden (Abb. 3.33, 3.34 und 3.66, 3.67).

Es kam jedoch im Bacteria-Profil von Tag 14 in V2 und V3 mit Grassilage zur
Auspragung von jeweils einer Bande in den mit FS-behandelten Ansatzen. Hinter
diesen Banden konnte in V2 Succiniclasticum ruminis, und in V3 Prevotella und
S. ruminis nachgewiesen werden (Tab. 3.22). Waren die Banden und die
Sequenzen mit der entsprechenden phylogenetischen Zuordnung nur in den FS-
Ansatzen gefunden worden, hatte dies auf eine Populationsverschiebung
hingedeutet. Da es sich sowohl bei Prevotella als auch bei S. ruminis um Spezies
handelt, welche unter physiologischen Bedingungen im Pansen vertreten sind
(GyLswyk 1995; HUNGATE 1966), ware eine Zunahme der molekularbiologischen
Diversitat innerhalb der Mikroorganismen-Spezies aufgrund erhdhter Verfiigbarkeit
von Substrat, in diesem Fall FS, denkbar gewesen. Da die Bande jedoch
tatsachlich auch in gleicher Laufhéhe mit den Nucleotid-Sequenzen von Prevotella
und S. ruminis in der Kontrolle in V1 prasent war, kann ein FS-Effekt
ausgeschlossen werden. In der Clusteranalyse zeigte sich zwar eine geringere
Ahnlichkeit der Bandenmuster der Kontrolle zu den FS-Behandlungen als diese
untereinander aufwiesen, in der statistischen Auswertung konnte jedoch keine

Signifikanz nachgewiesen werden.

Gegen einen Einfluss von FS sprechen auch die metabolischen Eigenschaften der
in den FS-Ansatzen identifizierten Gattungen/Spezies, die in keinem klaren,
direkten Zusammenhang zu FS stehen (Abb. 4.3). Zwar verftigen A. lipolytica (V1:
3,38 mmol-d* FS) und Prevotella (V1: 6,76 mmol-d™* FS; V3: 3,38 mmol-d* FS)
Uber das Enzym Fumarat-Reduktase (ASANUMA & HINO 2000) und kdénnen daher

FS bzw. Fumarat direkt als Substrat nutzen, wobei wahrend der mikrobiellen
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Fermentation als Produkte Succinat und Propionat entstehen kbnnen (ASANUMA &
HiINO 2000; PRINS et al. 1975; STEWART & BRYANT 1988). Prevotella wurde aber
auch in der Kontrolle von V1 identifiziert. Fir S. ruminis lasst sich ebenfalls kein
direkter Zusammenhang zu FS herstellen. Diese Spezies ist nur in der Lage,
Succinat zu Propionat zu reduzieren (GyLswyk 1995). Es scheint sich daher nicht
um einen gerichteten Effekt bzw. eine durch FS ausgeldste Populations-

verschiebung zu handeln.

S. ruminis
A. lipolytica A. lipolytica
H H H H H
-0 | 0 -0 0 o]
N\ 7 I | ]
c—c=c—c/ —» De—t—c—Z — y——c—c’
7 | No- 7 | 1 o I | No
H H H H H
Fumarat Succinat Propionat

Abb. 4.3: Reaktionsweg zur Reduktion von FS bzw. Fumarat und daran beteiligte Bacteria-
Spezies.

Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass die bakterielle Nutzung von FS
als Substrat keine Auswirkungen auf die Populationsstruktur und Diversitat der
Bacteria hatte. Dieses Ergebnis zeigte sich sowohl fir die Versuche mit
Grassilage als auch fur den Versuch mit Maissilage. Aufgrund der Verfugbarkeit
des zusatzlichen Substrats kann jedoch davon ausgegangen werden, dass eine
Anpassung bestimmter Stoffwechselprozesse bei den FS-reduzierenden Bacteria
erfolgt sein sollte. In Frage kommt dafur die erh6hte Expression der Fumarat-
Reduktase infolge der Anwesenheit von FS (ASANUMA & HINO 2000), wodurch sehr
gut die gesteigerte Propionat-Produktion erklart werden kénnte. Mdglich ware
auch ein vermehrtes bakterielles Wachstum gewesen, wie z.B. fir die
cellulolytischen Bacteria in einer RUSITEC-Untersuchung berichtet wurde (LOPEZ
et al. 1999). Die Quantitat der Mikroorganismen wurde in dieser Studie nicht direkt
bestimmt. Die von FS unbeeinflussten Ergebnisse zur mikrobiellen
Proteinsynthese und Verdaulichkeit sprechen jedoch gegen eine quantitative
Veranderung der gesamten Mikroorganismen. AbschlieBend kann dieser
Diskussionspunkt deshalb nicht geklart werden.
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4.3.2.2 Einfluss von Fumarsaure auf die Gemeinschaft der Archaea
Die SSCP-Analysen in V1-3 mit Grassilage und der LAM in V4 mit Maissilage
fuhrten zu dem Ergebnis, dass FS die Populationsstruktur der Archaea-

Gemeinschaft nicht verandert.

Die statistische Auswertung des SSCP-Profils der SAM in V4 erbrachte zwar den
Nachweis eines signifikanten Behandlungseffektes auf die Diversitat der Archaea,
es konnte allerdings nicht ermittelt werden, zwischen welchen Behandlungen
dieser Effekt aufgetreten ist (Abb. 3.69). Hinzu kommt, dass dieser Behandlungs-
effekt nicht mit der Auspragung oder dem Fehlen bestimmter Banden in Einklang
zu bringen war. Inwiefern es sich deswegen tatséachlich um einen Behandlungs-
effekt gehandelt hat, bleibt unklar.

Denkbar ware auch eine Beeinflussung der Quantitat der Archaea durch FS
gewesen. Da dies jedoch kein Bestandteil dieser Untersuchung war, kann dazu
keine Aussage getroffen werden. Gegen eine quantitative Veranderung der
gesamten Mikroorganismen sprechen jedoch die von FS unbeeinflussten
Ergebnisse zur mikrobiellen Proteinsynthese und Verdaulichkeiten. In Uberein-
stimmung damit konnten LOPEZ et al. (1999) keinen Einfluss von FS auf die Anzahl

der Archaea feststellen.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der SSCP-Analysen, dass die Zugabe
von FS in dieser Untersuchung keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der
gesamten mikrobiellen Gemeinschaft ausgetbt hat. In zukinftigen SSCP-
Analysen konnte es allerdings sinnvoll sein, die mikrobielle Diversitéat zuséatzlich zu
den Doménen Bacteria und Archaea auf niedrigerer taxonomischer Ebene
(Ordnungen, Familien) zu untersuchen, um die Anzahl der hinter einer Bande
stehenden Nucleotid-Sequenzen zu minimieren und uUbersichtlichere Profile zu

erhalten.

4.3.3 Zusammenfassung des Wirkungsmechanismus von Fumarséaure

Zahlreiche Studien haben sich bislang mit dem Einfluss von Fumarat auf den
mikrobiellen Stoffwechsel in vitro befasst. LOPEZ et al. (1999) und NEwBOLD et al.
(2005) stellten im RUSITEC-System eine mit der CHs-Reduktion einhergehende
erhéhte Propionat-Produktion fest. Auch mit der batch culture Methode wurde

149



Diskussion

diese Beobachtung gemacht (AsSANUMA et al. 1999; CARRO & MiLLER 2002;
GARCIA-MARTINEZ et al. 2005). Propionat konnte als bakterielles Fermentations-
produkt von FS/Fumarat nachgewiesen werden (ASANUMA et al. 1999; HENDERSON
1980), wobei die Nutzbarkeit von FS/Fumarat als Substrat H, bedarf (ASANUMA &
HiNO 2000; CASTILLO et al. 2004; HENDERSON 1980).

Da die Archaea flur die Methanogenese ebenfalls H, bendétigen (MADIGAN et al.
2000) und die Methanogenese- und Wachstumsraten bei der methanogenen
Archaea-Spezies Methanobacterium thermoautotrophicum aufgrund eines
reduzierten H,-Angebots erniedrigt waren (MORGAN et al. 1997; SCHONHEIT et al.
1980), schlossen die Autoren aus ihren Ergebnissen zur CH4-Reduktion, dass der
fur die Reduktion von Fumarat zu Propionat durch die Bacteria verwendete H, den
Archaea fur die CHg-Produktion gefehlt haben misste. Es scheint sich demnach

um eine Konkurrenz zwischen Archaea und Bacteria um den H, zu handeln.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich mit der erhéhten Propionat-
Produktion infolge der Zugabe von FS ebenfalls dessen Nutzung als Substrat fur
die Bacteria. Au3erdem konnten mit der leichten numerischen Reduktion der CHg-
Produktion und der reduzierten CHs-Anteile zumindest Hinweise fur einen FS-
Einfluss auf die Methanogenese gefunden werden (Kapitel 4.3.1.5). Aufgrund der
nur numerisch reduzierten CHy4-Produktion liegt die Vermutung nahe, dass es sich
zwar um eine Konkurrenz gehandelt hat, aber der H,-Bedarf beider Mikro-
organismen-Gruppen gro3tenteils gedeckt werden konnte. Dabei scheinen auch

Affinitatsunterschiede der jeweiligen Enzyme zum H; eine gro3e Rolle zu spielen.

Zudem zeigte sich in dieser Untersuchung, dass FS keinen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Gemeinschaft der Archaea ausgeubt hat. Da diese von der
Verfugbarkeit an H, abhangt (HANSEL et al. 2008; LEIBO et al. 2006), sprechen die
Ergebnisse der SSCP-Analyse ebenfalls fur eine nicht signifikant limitierte
H,-Verflugbarkeit durch die Zugabe von FS.

Im Rahmen der Konkurrenzsituation ist es daher wahrscheinlich, dass bestimmte
Anpassungsstrategien des mikrobiellen Stoffwechsels anstelle von Anpassungen
der mikrobiellen Gemeinschaft getreten sein mussten, damit die Mikroorganismen

an H, gelangen und konkurrenzfahig bleiben konnten. Um welche mdglichen
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Anpassungsstrategien es sich dabei handeln konnte, soll im néchsten Kapitel

erlautert werden.

4.4 Sicherstellung der Versorgung mit H,

Die vorliegenden Ergebnisse deuten daraufhin, dass die Zugabe von FS zu einer
Konkurrenz zwischen den Archaea und Bacteria gefiihrt haben musste. Diese
scheint sich in einer numerischen Reduktion der CH4-Produktion gedufRert zu
haben und spricht dafiir, dass die H,-Verfugbarkeit im Vergleich mit anderen
RUSITEC-Versuchen nicht signifikant limitiert war. Wie kénnte nun die Versorgung
mit H, fur Archaea aber auch Bacteria sichergestellt worden sein? Verschiedene

Anpassungsstrategien kommen dafir in Frage.

4.4.1 Anpassungen der FS-reduzierenden Bacteria und Propionat-
Produktion

In Anpassung an die Zugabe von Fumarat ist es bei einigen ruminalen Bacteria zu
einer Erhohung der Aktivitat der Fumarat-Reduktase und auch zu einer
gesteigerten Expression des Enzyms gekommen (ASANUMA & HINO 2000).
Berechnungen von UNGERFELD & KOHN (2006) zufolge ist jedoch die
Voraussetzung dafur, dass Fumarat in erh6hten Mengen als Substrat genutzt
werden konnte und zu einer erhéhten Propionat-Bildung gefuhrt hat (BAYARU et al.
2001; LOPEZ et al. 1999; NEwBOLD et al. 2005; WALLACE et al. 2006), die Tatsache,
dass die Reduktion von FS/Fumarat thermodynamisch im Pansen sehr gunstig zu
sein scheint, und zwar glinstiger als die Methanogenese. Dafur sprechen auch die
Ergebnisse einer Untersuchung von CorD-RuUwISCH et al. (1988).

Demnach miuissten die FS-reduzierenden Bacteria den Archaea bei der
Konkurrenz um H; im Vorteil sein. Die beobachteten Ergebnisse zur Propionat-
Produktion stehen damit im Einklang. Die numerische CHj-Reduktion deutet
jedoch daraufhin, dass die methanogenen Archaea trotzdem an ausreichend H,

gelangt sein missten.
4.4.2 Anpassungen der methanogenen Archaea und CHs-Produktion

Aufgrund ihrer Position nahe der Wurzel des universellen phylogenetischen

Baumes werden die Archaea heute als die am wenigsten entwickelten
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Organismen angesehen, die am nachsten mit den friihen Lebensformen auf der
Erde verwandt sind. Unterstitzt wird dies durch die Tatsache, dass es Archaea
sind, die vor allem in extremen Lebensrdumen eine 6kologische Nische besetzen
(hoher Salzgehalt, sehr hohe bzw. niedrige Temperaturen) (MADIGAN et al. 2000).
Auch das Okosystem Pansen ist mit einem H,-Anteil von unter 1% am ruminalen
Fermentationsgas (CzERkAwWSKI 1986; HUNGATE 1967; NELSON et al. 1960) eine
extremer anaerober Lebensraum. Die methanogenen Archaea, die auf H, und CO,
als einzige Energiequelle angewiesen sind, mussen daher optimal an niedrige

H,-Konzentrationen im Medium angepasst sein.

4.4.2.1 H, als Reduktionsaquivalent

Die Abhangigkeit des Stoffwechsels und des Wachstums der methanogenen
Archaea von der Hy-Konzentration wurden bereits vielfach untersucht (ABRAM &
NEDWELL 1978; HUNGATE 1967; LovLEY et al. 1982; MORGAN et al. 1997;
SCHONHEIT et al. 1980). Vorwiegend war dabei zu beobachten, dass zum einen mit
steigenden H,-Konzentrationen auch die Methanogeneserate und das Wachstum
zunehmen und zum anderen beides bei abrupter Senkung der H,-Konzentration

stark reduziert ist, aber weiterhin stattfinden kann (MORGAN et al. 1997).

Interessanterweise scheint diesen Anpassungsstrategien an wechselnde
H,-Konzentrationen im Milieu die Regulation der Expression verschiedener Gene
zu Grunde zu liegen. Bei niedrigen Hjy-Konzentrationen konnte namlich eine
erhohte Expression der Gene festgestellt werden, welche fir die an der
Methanogenese beteiligten Enzyme kodieren (HENDRICKSON et al. 2007). Auf
diese Weise bleiben auch unter limitierten Bedingungen die Bereitstellung von H,
als Reduktionsaquivalent fir CO, und die damit verbundene Energiegewinnung

gewabhrleistet.

AulRerdem fluhrte eine Limitierung des H, zu einer gesteigerten Expression der fir
die Synthese von Flagellen verantwortlichen Gene der Archaea-Spezies
Methanococcus jannaschii und Methanococcus maripaludis (HENDRICKSON et al.
2008; MuKHOPADHYAY et al. 2000). Die Fahigkeit dieser Methanococcales, die
Biosynthese der Flagellen und damit die Lokomotion zu kontrollieren, kann als
Anpassung fur die optimale Nutzung des H; in einem Milieu mit niedrigem H,-

Partialdruck verstanden werden. Da sich auch unter den ruminalen Archaea einige
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Vertreter dieser Gruppe befinden (SoLivAa et al. 2004), welche sich durch den
Besitz von Flagellen auszeichnen (WHITMAN & Liu 2008), kdnnte eine solche

Anpassung auch fur den Pansen und das RUSITEC-System gelten.

Des Weiteren kdonnen die methanogenen Archaea im Pansen mit hydrogenen
Protozoa assoziiert sein (FINLAY et al. 1994; KRuMHOLZ et al. 1983; VOGELS et al.
1980; VOGELS & StumMm 1980), wobei durch die physische Assoziation der
interspezifische Hp-Transfer zusatzlich begunstigt ist (MILLER 1995).

Trotz dieser Anpassungsstrategien zur effektiven H,-Nutzung, sind die Archaea
jedoch unter einem kritischen Wert, dem sog. Schwellenwert fur den Ho-
Partialdruck, nicht mehr in der Lage, H, aufzunehmen und zu metabolisieren
(CorD-RuwiIscH et al. 1988). Der Schwellenwert der methanogenen Archaea, der
in In-vitro-Untersuchungen beschrieben wurde, liegt zwischen 6-12 Pa (LOVLEY
1985; LovLEy et al. 1984; THAUER et al. 2008). Allerdings scheinen diese
Schwellenwerte in Reinkulturen von Archaea héher zu sein als in natirlichen
Habitaten (LovLEY 1985), in denen der H,-Partialdruck zwischen 1 Pa und 10 Pa
variieren kann (THAUER 1990; THAUER et al. 2008).

4.4.2.2 Formiat als alternatives Reduktionsaquivalent

Aus bisherigen  Untersuchungen wurde geschlussfolgert, dass die
H,-Konzentration grundsatzlich ein limitierender Faktor fur die CHs-Produktion der
Archaea darstellt (ABRAM & NEDWELL 1978; HUNGATE 1967; LOVLEY et al. 1982;
MORGAN et al. 1997; SCHONHEIT et al. 1980). Es kommt aber auch die Nutzung von
Formiat als alternatives Reduktionsaquivalent fir die Methanogenese einiger

Archaea in Frage (MADIGAN et al. 2000).

Der Formiat-Anteil im Pansen wird mit 0-5% beschrieben (GRAY et al. 1952). Es
entsteht als Zwischenprodukt im Pansen bei der mikrobiellen Fermentation u.a.
durch cellulolytische Bacteria (BEJER 1952; BREVES & LEONHARD-MAREK 2010;
HUNGATE 1950; HUNGATE et al. 1970). Im zweiten Schritt kann es dann als
Substrat fir die Methanogenese verwendet werden (BEWER 1952; CARROL &
HUNGATE 1955). Ruminale Archaea der Gattung Methanobrevibacter,
Methanobacterium formicicum und viele andere hydrogenotrophe Spezies

besitzen die Fahigkeit, Formiat zu metabolisieren (BOONE et al. 1989; LOVLEY et al.
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1984; MADIGAN et al. 2000; ReA et al. 2007). Dem zugrunde liegt folgende
Reaktionsgleichung:

4 CH,0, — 3 CO, + CH4 + 2 H,0 AG” = =107 kJ/mol CHy

Da der Metabolismus von Formiat zu CH,4 energetisch fast genauso giinstig ist wie
die Methanogenese aus H, und CO,, ware es Uberraschend, wenn einige ruminale
methanogenen Archaea Formiat nicht als Energiequelle nutzen wirden (LOVLEY et
al. 1984). Tatsachlich deuten einige Untersuchungen daraufhin, dass bei
Unterschreitung des Schwellenwerts der Archaea fir den Hp-Partialdruck oder in
Abwesenheit von H; alternativ Formiat fir die Methanogenese verwendet werden
kann (HENDRICKSON et al. 2007; SPARLING & DANIELS 1990; WooD et al. 2003).
Dies geschieht aufgrund der Regulation der fdh-Gene, deren Transkription bei
Mangel oder Abwesenheit von H, stimuliert wird, wodurch wiederum die
Expression des katalysierenden Enzyms, der Formiat-Dehydrogenase, erhéht wird
(HENDRICKSON et al. 2007; SPARLING & DANIELS 1990; WooD et al. 2003).

Es konnte demzufolge also sein, dass bei Konkurrenz um H, als
Reduktionsaquivalent die Propionat-Produktion durch die Zugabe von FS
thermodynamisch zwar gunstiger war als die Methanogenese aus CO; und H,, die
Archaea im Falle eines H,-Defizits aber ungehindert weiterhin CH,4 bilden konnten,
weil sie ihren Stoffwechsel an die verdnderten Milieubedingungen angepasst
haben und nun Formiat als Substrat genutzt haben. Die Voraussetzung hierfur
ware eine grof3e Menge an Formiat. Sollte jedoch die Formiat-Bildung in dem
gleichen Mal3e erfolgen, wie in der Kontrolle, scheint es unwahrscheinlich, dass
Formiat fur die Methanogenese verantwortlich gewesen ist. Ware allerdings die
Formiat-Bildung durch FS-Zugabe gesteigert worden, ahnlich wie die Acetat-
Produktion, ist dieser Stoffwechselweg fir die hohe CH4-Bildung denkbar. Diese
und die zuvor erwédhnten Anpassungsstrategien wirden dann sowohl die erhdhte

Propionat-Bildung als auch die numerisch reduzierte CH,4-Produktion erklaren.

4.4.3 Freisetzung von H;, aus Acetat-Produktion
Aufschluss tber die Griinde der nur numerisch reduzierten CH,4-Produktion kdnnte
die H,-Bilanz geben (Kapitel 3.3). Theoretisch sollte eine CHs-Reduktion um 1 mol

durch die Zugabe von 4 mol FS erreicht werden (FLACHOWSKY & BRADE 2007). Im
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Fall dieser Untersuchung hatte man daher fur die Zugabe und Metabolisierung von
6,76 mmol-d* FS zu Propionat eine CH,-Reduktion um 1,69 mmol-d* erwartet.

Die tatsachlichen Werte waren jedoch weitaus geringer (Tab. 3.23).

Der Grund fir diese Beobachtung kénnte der H, sein, der in allen Versuchen bei
der numerisch gesteigerten Acetat-Bildung aus FS freigesetzt worden sein musste
(Tab. 3.23, Abb. 4.2). Bei der Acetat-Produktion aus 1 mol FS werden 2 mol H,
frei, das ist mehr als bei der Propionat-Produktion (1 mol H,) verbraucht wird
(Abb. 4.2) (UNGERFELD et al. 2007). Dies ist insofern eine recht unginstige
Reaktion fur die Erzielung einer Reduktion der CHg4-Produktion, da die
Bestrebungen dabei in Richtung der Senkung des Hj-Partialdruckes und der H,-

Verfligbarkeit fur die Archaea gehen.

In V1 kam es zu einer um 1,52 mmol-d™* erhéhten Acetat-Produktion verglichen mit
der Kontrolle (Tab. 3.23). Dies filhrte zur Freisetzung von 3,04 mmol-d™® H..
Gleichzeitig wurde eine numerische CH.-Reduktion um 0,32 mmol-d™* festgestellt,
die eine Verfugbarkeit von viermal so viel H,; ermdglicht haben musste
(1,28 mmol-d™). In V1 kénnte auf diese Weise fast vollstandig die Herkunft des H,
erklart werden, der fur die Propionat-Produktion bendtigt worden zu sein scheint.
In V2-4 dagegen ist die erhdhte Propionat-Bildung alleine nicht mit der Reduktion
der CH4-Produktion und der erhéhten Acetat-Bildung zu erklaren. Der restliche H,
musste dann aus dem Hy-Pool oder aus anderen Reaktionen stammen, die in der
Tabelle nicht beriicksichtigt wurden. In Erwéagung zu ziehen ware diesbezlglich
z.B. auch die Valerat-Produktion, welche teilweise durch Fumarséure beeinflusst
wurde. Bei der Valerat-Produktion kénnte es &hnlich wie bei der Acetat-Produktion

ebenfalls zur Freisetzung von H, gekommen sein.

Die Generierung zusatzlicher Reduktionsédquivalente bei der Acetat-Produktion
aus FS konnte daher z.T. eine Erklarung fir die hohe CHy4-Produktion nach FS-
Zugabe sein. Der Grund fur die Unterschiede in der Beeinflussung der CHgy-
Produktion zwischen den Versuchen konnte die Grol3e des H»-Pools sein, durch
den der H,-Bedarf zunachst gedeckt worden sein kénnte. Insgesamt spricht nicht
nur der frei werdende H, bei der Acetat-Produktion sondern auch die numerische

CHj-Reduktion fr eine nicht signifikant limitierte H,-Konzentration fur die Archaea.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in zuklnftigen Studien fUr eine genaue
H,-Bilanz die Ausweitung gaschromatographischer Analysen sinnvoll ist. Diese
konnte dann Aufschluss geben lber den H,-Anteil am Fermentationsgas, sowie

Uber die Konzentrationen von Succinat, FS und Formiat.

4.5 Einsatz von Fumarsaure in der Praxis?

Die vorliegende Studie hat demonstriert, dass FS als methanreduzierende
Substanz in vitro nicht wirkungsvoll erscheint. Zum einen konnte kein signifikanter
reduktiver Einfluss auf die CHs-Produktion bestatigt werden. Zum anderen trat
zwar eine signifikante Reduktion des CHas-Anteils auf, diese betrug aber nur etwa
3-4%.

Im RUSITEC-System konnte zwar der ruminale Stoffwechsel erfolgreich simuliert
werden, die Ubertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Verhaltnisse darf jedoch nur
mit Vorsicht geschehen, da im Wiederkauer zusatzlich systemische Effekte eine
Rolle spielen. Allerdings ist der Nutzen von In-vitro-Untersuchungen dennoch
grof3, da der entscheidende Vorteil gegeniber In-vivo-Ansatzen darin liegt, dass
durch die isolierte Betrachtungsweise ohne Einwirkung des Wirtstieres das
gemessene biochemische Profil direktere Rickschlisse auf den mikrobiellen
Stoffwechsel zulasst. AuBerdem dienen sie als eine Art Test-Untersuchung und
helfen dabei einzuschatzen, inwiefern sich Veranderungen im ruminalen

Stoffwechsel auf die Tiergesundheit auswirken kdonnen.

Es wurde zwar parallel zu dieser In-vitro-Untersuchung ein In-vivo-Experiment
zum Einfluss von FS an Mastbullen und Fistelkiihen durchgefiihrt. In diesem
wurden jedoch nicht die CH4-Emissionen der Tiere ermittelt. Aus diesem Grund
muss diesbezuglich auf eine Extrapolation der vorliegenden Ergebnisse auf In-
vivo-Verhaltnisse zurtickgegriffen werden. Dies fuhrt zu dem Schluss, dass eine
CH4-Reduktion um 3-4% bei CH4-Emissionen von bis zu 500 | pro Tier und Tag
(KIRCHGESSNER et al. 1995) bei einer vergleichbaren In-vivo-Dosierung von
600 g FS taglich nur 15-20 | entsprechen wiirde. Angesichts der mit dem Erwerb
von 1 kg FS verbundenen Kosten von 17,14 Euro (www.carlroth.com), der nur
minimalen CHj-Reduktion, sowie des Fehlens eines unmittelbaren Nutzens fir
den Landwirt, ware der Einsatz von FS in der Praxis wahrscheinlich nicht

durchsetzbar oder zu rechtfertigen. Zudem wurde in dem In-vivo-Versuch an
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Kihen festgestellt, dass die Applikation von FS eine Abnahme des pH-Werts im
Pansen nachsichziehen kann (pers. Mitteilung: PROF. DR. DANICKE), was zu einer
Pansenacidose fuhren und negative Auswirkungen auf die Tiergesundheit haben

kann.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Zugabe von FS bewirkte keine signifikante Reduktion der CH4-Produktion. Ein
Anzeichen fur eine Einflussnahme waren aber sowohl dessen numerische
Reduktion als auch der reduzierte CH,4-Anteil. Die Ursache dafur war jedoch keine
Veréanderung der Diversitat der mikrobiellen Gemeinschaft. Es wurde ein Einfluss
von FS auf die mikrobielle Fermentation der SCFA nachgewiesen. Die gesteigerte
Propionat-Produktion war diesbeziglich die auffalligste Veranderung, welche im
Einklang mit dem in der Literatur beschriebenen Wirkungsmechanismus der FS

als Substrat fiir die Bacteria steht.

Aufgrund der Tatsache, dass zwar einerseits die erhdhte Propionat-Produktion
durch FS eingetreten ist, es aber andererseits zu keiner signifikanten Reduktion
der CHj-Produktion gekommen ist, scheint es nicht zu einer signifikanten

Limitierung der Reduktionséquivalente im RUSITEC-System gekommen zu sein.

Zum einen scheinen durch die FS-Zugabe selbst GUber den Weg der Acetat-
Produktion H, generiert worden zu sein. Es sind auch weitere beteiligte
Reaktionen denkbar, bislang ist dazu allerdings nichts N&aheres bekannt. Zum
anderen ist es wahrscheinlich, dass sich auch Anpassungen des Archaea-
Stoffwechsels (Regulation der an der Methanogenese beteiligten Gene,
Proteinexpression) ereignet haben. Aufgrund dessen waren die Archaea
wahrscheinlich in der Lage, mit den Bacteria um die verfigbaren Reduktions-
aquivalente zu konkurrieren und Energie zu gewinnen. Eine Anpassung oder
Veranderung der mikrobiellen Gemeinschaft scheint aufgrund der nicht signifikant
limitierten H,-Konzentration nicht stattgefunden zu haben. Insgesamt kann der
Wirkungsmechanismus der FS auf den ruminalen Stoffwechsel als sehr komplex
beurteilt werden. Die in den RUSITEC-Versuchen abgelaufenen Prozesse kénnen

deshalb nicht restlos aufgeklart werden.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich zwar der Einsatz von FS zumindest
in vitro zur CH4-Reduktion nicht geeignet hat. Aufgrund des derzeit stattfindenden
Klimawandels mit seinen globalen negativen Auswirkungen auf die Biodiversitét
von Okosystemen, die klimatischen Veranderungen auf der Erde und die
unabsehbaren langfristigen Konsequenzen fir die gesamte Menschheit, muss
jedoch weiterhin jede Moglichkeit zur CH4-Reduktion in Betracht gezogen und

deren Potential untersucht werden.
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6 ANHANG

6.1 LoOsungen und Puffer

Die Rezepte der angesetzten Losungen und Puffer sind in Tabelle 6.1 aufgefihrt.

Tab. 6.1: Lésungen und Puffer

RUSITEC-Versuche (Kapitel 2.2)

0,9%-ige NaCl-Lésung Bestandteile

NaCl 99

ad 1000 ml Ag. bidest.

3,7%-ige Formaldehyd-L6sung

Formaldehyd (37%) 21

ad 20 | Ag. dest.

Methylcellulose-Lésung

Methylcellulose 59

NacCl 45¢g

ad 5000 ml Ag. dest.

Methylgriin-Lésung

Methylgriin 0,69
NaCl 89
Formaldehyd (37,7%) 92,8 ml

ad 1000 ml Ag. dest.

RUSITEC-Pufferlésungen

Bestandteile [mmolI"] | Kontrolle 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d™* FS
NaCl 28,00 28,00 28,00
KCl 7,69 7,69 7,69
HCI (1N) 0,50 0,50 0,50
caCl, - 2 H,0 0,22 0,22 0,22
MgCl, - 6 H,0 0,63 0,63 0,63
NH,CI 4,30 4,30 4,30
Na,HPO, - 12 H,0 10,00 10,00 10,00
NaH,PO, - H,0 10,00 10,00 10,00
NaHCO; 97,90 97,90 97,90
NH,CI (10 At.% "N) 0,70 0,70 0,70
Ethanol (99,8%) 0,08% 0,08% 0,08%
Fumarsaure - 4,48 9,04
pH-Wert 7.7 7,14 6,95
Osmolaritat [mosm-™] 303+0,7 306+ 1 309+1,5

174




Anhang

SSCP-Analyse (Kapitel 2.3)

Agarose-Gele

Bestandteile

Fur 0,8%/1%-iges Gel: Agarose

0,8g/lg

ad 100 ml 1x TAE-Puffer, 16sen durch Aufkochen

APS-L6sung (40%)

APS

0,449

ad 1000 ul Ag. bidest.

steril filtrieren, aliquotieren, bei -20°C lagern

Bind Silane Losung

Ethanol (96%) 5ml
Essigsaure (96%) 50 pl
PlusOne Bind Silane 50 pl
Bromphenolblau-Lésung (2,5%)

Bromphenolblau 0,059

ad 2000 pl autoklaviertes Ag. bidest.

CTAB-Lésung (10%)

CTAB 20g

NaCl (4 M) 35 ml (0,7 M)
ad 200 ml Ag. bidest., ca. 5 h verriihren lassen
autoklavieren

Entwicklerlésung

Natriumcarbonat-Decahydrat 33,759

ad 550 ml Ag. bidest., bei 4°C kalt stellen

Formaldehyd (37%)

1,2 ml

Natriumthiosulfat (0,2%)

0,6 ml

ad 600 ml Ag. bidest.

Essigsaure (10%)

Essigsaure (96%)

52 mi

ad 500 ml Ag. bidest.

Ethanol (80%)

Ethanol (99,8%)

40 ml

ad 50 ml DNase-freies H,O

Ethidiumbromid-Férbel6sung

Ethidiumbromid (0,5%)

5 Tropfen auf 500 ml 1x TAE

Lysozym-Lésung (100 mg-ml™)

Lysozym

100 mg

ad 1000 pl DNase-freies H,O

steril filtrieren, aliquotieren
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NaCl (4 M)

NacCl

58,44 g

ad 250 ml Ag. bidest., autoklavieren

Na,EDTA-L6sung (0,5 M; pH 8,0)

Titriplex 1l EDTA

37,22 g

NaOH-Platzchen

49

ad 200 ml Ag. bidest., pH einstellen, autoklavieren

Natriumthiosulfat (0,2%)

Natriumthiosulfat

0,29

ad 100 ml Ag. bidest.

aliquotieren, bei -20°C lagern

Polyacrylamid-Gel (0,625x)

MDE®-Gel Solution 7,8 mi
TBE (10x) 2,5ml
Aqua dest. 14,7 ml
TEMED 10 pl
APS (40%) 25 ul
Proteinase K-Lésung (20 mg-ml™)

Proteinase K 20 mg

ad 1000 ul autoklaviertes Aq. bidest.

steril filtrieren, aliquotieren

SDS-Ldsung (20%)

SDS

209

ad 100 ml Ag. bidest.

steril filtrieren

Silbernitrat-Farbelésung

Silbernitrat

05¢9

Formaldehyd (37%)

0,75 ml

ad 500 ml Ag. bidest.

Im Dunkeln lagern!

SSCP-Ladepuffer

Formamid 950 ul
NaOH (1 M) 10 pl
Bromphenolblau (2,5%) 10 pl

bei 4°C lagern

TAE-Puffer (50x)

Trizma® Base 242 g
Eisessig 57,1 ml
Na,EDTA-LAsung (0,5 M; pH 8,0) 100 ml

ad 1000 ml Ag. bidest., autoklavieren

1x TAE: 1:50 verdiinnen mit Aqg. bidest.
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TBE-Puffer (10x)

Trizma® Base

108 g (0,89 M)

Borsaure

55 g (0,89 M)

Na,EDTA-Lésung (0,5 M; pH 8,0)

40 ml (20 mM)

ad 1000 ml Ag. bidest.

1x TBE: 1:10 verdiinnen mit Aqg. bidest.

TE-Puffer
Tris-HCI (1 M; pH 8,0) 1 ml (10 mM)
Na,EDTA-L6sung (0,5 M; pH 8,0) 0,2 ml (1 mMm)

ad 100 ml Ag. bidest., autoklavieren

aliquotieren, bei -20°C lagern

TEN-Puffer (2x)

Tris-HCI (1 M; pH 8,0)

2,5 ml (10 mM)

Na,EDTA-Lésung (0,5 M; pH 8,0)

5 ml (10 mM)

NaCl (4 M)

9,375 ml (150 mM)

ad 250 ml Ag. bidest., autoklavieren

1XTEN:1:2 verdinnen mit Ag. bidest. autoklaviert

Tris-HCI (1 M; pH 8,0)

Trizma® Base

24,22 g

HCI (32%)

8 ml

ad 200 ml Ag. bidest., pH einstellen

autoklavieren

Identifikation einzelner Banden aus dem SSCP-Gel (Kapitel 2.4)

Ampicillin-Lésung (50 mg-ml™)

Ampicillin

50 mg

ad 1000 pl Ag. bidest.

steril filtrieren, aliquotieren, bei -20°C lagern

Crush & Soak-Puffer

Ammoniumacetat

3,854 g (0,5 M)

Magnesiumacetat

0,215 g (10 mM)

Na,EDTA-Losung (0,5 M; pH 8,0)

0,2 ml (1 mM)

SDS-L6sung (10%)

1 ml (0,1%)

ad 100 ml Aqg. bidest., steril filtrieren

Glycerol-L6sung (15%)

Glycerol

159

ad 100 ml Ag. bidest., autoklavieren

IPTG-L6sung (0,1 M)

IPTG

0,238 g

ad 10 ml Ag. bidest.

steril filtrieren, aliquotieren, bei -20°C lagern

177




Anhang

LB-Agar
LB-Agar 209
ad 500 ml Ag. bidest., autoklavieren, abkuhlen
500 pl Ampicillin-Lésung zugeben (50 pg/ml)
LB-Medium

LB-Fertigmedium

1259

ad 500 ml Ag. bidest., autoklavieren, abkiihlen

bei unter 50°C 1 ml Ampicillin-Lésung zugeben

Lysispuffer

NaOH (1 M)

12,5 ml (0,05 M)

SDS (10%)

0,625 ml (0,025%)

ad 250 ml Ag. bidest.

steril filtrieren, bei 4°C lagern

SDS-Ldsung (10%)

SDS 59

ad 50 ml Ag. bidest., steril filtrieren
X-Gal-L6ésung
X-Gal 80 mg

ad 2 ml Dimethylformamid

aliquotieren, lichtgeschutzt bei -20°C lagern

6.2 Chemikalien

Der Tabelle 6.2. sind die verwendeten Chemikalien und deren Hersteller zu

entnehmen.

Tab. 6.2: Chemikalien

Produkt

Hersteller

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Ameisenséaure (98-100%; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Ammoniumacetat

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Ammoniumchlorid (NH,CI; 10 Atom% *°N)

Chemotrade GmbH, D-40477 Disseldorf

Ammoniumchlorid (NH,4CI; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Ampicillin

Serva GmbH, D-69115 Heidelberg

APS (Ammoniumperoxodisulfat = 98%; p.a.)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Borsaure

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Bromphenolblau (Natriumsalz; reinst)

Serva GmbH, D-69115 Heidelberg

CaCl, - 2 H,0 (Calciumchlorid-Dihydrat; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Chloroform-Isoamylalkohol (24:1)

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

N, N’-Dimethylformamid

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

dNTPs (pH = 7,0)

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot
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Eisessig (100%; p.a.)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Essigsaure (96%)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Ethanol (= 99,8%; p.a.)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Ethanol (96%)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Ethidiumbromid (0,5%)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Formaldehyd (37,7%)

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Formaldehyd (37%) fur RUSITEC

AppliChem GmbH, D-64291 Darmstadt

Formamid

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Fumarsaure (99,5%)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

Glycerol (99%)

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Titripur® HCI (Salzsaure)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

HCI konzentriert (Salzsaure; 32%; reinst)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Isopropanol

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

KCI (Kaliumchlorid; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

LB-Agar

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

LB-Fertigmedium

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Magnesiumacetat

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

MDE®-Gel Solution

Biozym, D- 31840 Hessisch Oldendorf

Methylcellulose

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Methylgrin

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

MgCl, - 6 H,O (Magnesiumchlorid-Hexahydrat; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

NaCl (p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Na,CO3-10 H,O (Natriumcarbonat-Decahydrat;
99%; p.a.)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Na,HPO, - 12 H,O (Dinatriumhydrogenphosphat-
Dodecahydrat; krist. reinst)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

NaH,PO, - H,O (Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat; p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

NaOH (Natriumhydroxid; 1 M)

AppliChem GmbH, D-64291 Darmstadt

NaOH-Platzchen

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Natriumthiosulfat (Na,S,03 - 5 H,0; 99,5%; p.a.)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

PlusOne Bind Silane

Amersham Biosciences GmbH, D-79111

PlusOne Repel Silane

Amersham Biosciences GmbH, D-79111

SDS (Natriumsalz)

Serva GmbH, D-69115 Heidelberg

Silbernitrat

Roth GmbH & Co. KG, D-76185 Karlsruhe

SOC-Medium

Invitrogen GmbH, D-64293 Darmstadt

TEMED (N, N, N°, N"-Tetramethylethylendiamin)

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

Titriplex Il EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat (p.a.)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Trizma® Base (99,9%)

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

179




Anhang

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid)

Fermentas GmbH, D-68789, St. Leon-Rot

Marker

100 bp DNA Ladder

New England Biolabs GmbH, D-65926
Frankfurt

GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

MassRuler™ DNA Ladder Mix

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

A-Hind 11l Marker

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

Enzyme und zugehdrige Puffer

Lysozym

Serva GmbH, D-69115 Heidelberg

Proteinase K

Sigma-Aldrich GmbH, D-89555 Steinheim

RNase A (10 mg/ml)

Fermentas GmbH, D-68789 St. Leon-Rot

HotStarTag DNA Polymerase (5 U/pl)

Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

PCR Puffer (10x)

Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

A-Exonuclease (5000 U/ml)

New England Biolabs GmbH, D-65926

A-Exonuclease-Puffer (10x)

New England Biolabs GmbH, D-65926

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

MinElute PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

PureYield™ Plasmid Miniprep System

Promega Corporation, Madison WI, USA

pGEM®-T Vector System I

Promega Corporation, Madison WI, USA
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6.3 Rohdaten der RUSITEC-Versuche
Tab. 6.3: pH-Werte in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag V1
A F | J X B E H K X C D G L X
0 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99
2 1 6,77 6,66 6,78 6,78 6,75 6,75 6,75 6,74 6,76 6,75 6,71 6,70 6,72 6,76 6,72
g 2 6,72 6,70 6,72 6,70 6,71 6,64 6,68 6,67 6,70 6,67 6,59 6,63 6,64 6,66 6,63
E 3 6,68 6,66 6,72 6,72 6,70 6,71 6,67 6,67 6,69 6,69 6,64 6,62 6,66 6,66 6,65
§ 4 6,76 6,71 6,69 6,76 6,73 6,70 6,66 6,69 6,71 6,69 6,64 6,61 6,65 6,64 6,64
< 5 6,75 6,70 6,70 6,70 6,71 6,68 6,69 6,68 6,70 6,69 6,68 6,65 6,66 6,61 6,65
6 6,68 6,67 6,68 6,68 6,68 6,69 6,68 6,68 6,64 6,67 6,62 6,65 6,61 6,59 6,62
7 6,71 6,73 6,74 6,73 6,73 6,70 6,69 6,76 6,69 6,71 6,61 6,67 6,63 6,60 6,63
8 6,74 6,73 6,72 6,72 6,73 6,71 6,69 6,71 6,68 6,70 6,67 6,64 6,65 6,62 6,65
- 9 6,75 6,70 6,70 6,72 6,72 6,66 6,69 6,67 6,67 6,67 6,64 6,62 6,61 6,61 6,62
§ 10| 6,72 6,70 6,75 6,74 6,73 6,69 6,70 6,67 6,68 6,69 6,63 6,61 6,63 6,62 6,62
> 11 ] 6,71 6,70 6,75 6,76 6,73 6,68 6,68 6,66 6,68 6,68 6,63 6,61 6,65 6,64 6,63
> 12 ] 6,71 6,71 6,73 6,76 6,73 6,68 6,68 6,68 6,68 6,68 6,63 6,63 6,65 6,67 6,65
13| 6,71 6,70 6,72 6,74 6,72 6,67 6,72 6,67 6,69 6,69 6,65 6,63 6,61 6,65 6,64
14 ]| 6,69 6,72 6,71 6,73 6,71 6,68 6,70 6,66 6,66 6,68 6,64 6,61 6,58 6,62 6,61
Phase| Tag — N2 — —
C D G L X B E H K X A F | J X
0 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76 6,76
2 1 6,70 6,72 6,74 6,71 6,72 6,68 6,70 6,69 6,71 6,70 6,63 6,61 6,60 6,61 6,61
g 2 6,69 6,72 6,73 6,72 6,72 6,69 6,69 6,66 6,71 6,69 6,65 6,61 6,61 6,62 6,62
:f: 3 6,68 6,71 6,72 6,71 6,71 6,68 6,67 6,67 6,69 6,68 6,63 6,60 6,62 6,61 6,62
§ 4 6,70 6,70 6,72 6,73 6,71 6,70 6,67 6,66 6,67 6,68 6,65 6,62 6,60 6,60 6,62
< 5 6,71 6,71 6,71 6,75 6,72 6,68 6,69 6,69 6,68 6,69 6,62 6,61 6,59 6,65 6,62
6 6,72 6,71 6,70 6,72 6,71 6,69 6,67 6,69 6,70 6,69 6,62 6,61 6,63 6,61 6,62
7 6,70 6,72 6,73 6,75 6,73 6,69 6,68 6,67 6,70 6,69 6,64 6,62 6,64 6,64 6,64
8 6,70 6,72 6,72 6,73 6,72 6,68 6,67 6,68 6,69 6,68 6,63 6,61 6,62 6,61 6,62
- 9 6,71 6,73 6,74 6,73 6,73 6,68 6,68 6,68 6,68 6,68 6,65 6,62 6,60 6,62 6,62
% 10 ] 6,72 6,69 6,72 6,72 6,71 6,69 6,67 6,69 6,67 6,68 6,64 6,63 6,63 6,61 6,63
5] 11 | 6,69 6,69 6,69 6,69 6,69 6,68 6,68 6,66 6,72 6,69 6,63 6,61 6,59 6,61 6,61
= 12 ] 6,69 6,69 6,69 6,70 6,69 6,70 6,65 6,67 6,70 6,68 6,65 6,60 6,63 6,63 6,63
13 ] 6,70 6,76 6,70 6,72 6,72 6,70 6,65 6,66 6,69 6,68 6,60 6,61 6,61 6,65 6,62
14 ] 6,69 6,73 6,70 6,71 6,71 6,68 6,67 6,66 6,70 6,68 6,62 6,62 6,60 6,66 6,63
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
0 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88 6,88
2 1 6,73 6,73 6,74 6,73 6,73 6,71 6,69 6,67 6,70 6,69 6,66 6,65 6,67 6,66 6,66
g 2 6,66 6,72 6,71 6,72 6,70 6,68 6,61 6,66 6,67 6,66 6,64 6,62 6,65 6,63 6,64
E 3 6,68 6,70 6,70 6,70 6,70 6,64 6,60 6,68 6,67 6,65 6,62 6,62 6,59 6,63 6,62
§ 4 6,73 6,72 6,72 6,72 6,72 6,69 6,64 6,68 6,68 6,67 6,63 6,64 6,60 6,61 6,62
< 5 6,74 6,72 6,75 6,71 6,73 6,68 6,66 6,68 6,68 6,68 6,60 6,66 6,66 6,62 6,64
6 6,73 6,76 6,74 6,74 6,74 6,69 6,67 6,69 6,69 6,69 6,56 6,67 6,64 6,66 6,63
7 6,71 6,74 6,75 6,71 6,73 6,68 6,67 6,70 6,70 6,69 6,56 6,65 6,62 6,67 6,63
8 6,72 6,72 6,77 6,73 6,74 6,69 6,68 6,70 6,69 6,69 6,63 6,65 6,65 6,66 6,65
= 9 6,73 6,74 6,77 6,71 6,74 6,71 6,68 6,69 6,70 6,70 6,63 6,67 6,63 6,64 6,64
% 10 ] 6,73 6,77 6,75 6,74 6,75 6,71 6,68 6,70 6,68 6,69 6,67 6,70 6,67 6,67 6,68
o 11 | 6,74 6,76 6,74 6,74 6,75 6,68 6,69 6,70 6,67 6,69 6,66 6,68 6,67 6,66 6,67
> 12| 6,71 6,71 6,77 6,77 6,74 6,70 6,70 6,69 6,68 6,69 6,63 6,65 6,67 6,66 6,65
13| 6,74 6,70 6,78 6,76 6,75 6,70 6,70 6,70 6,68 6,70 6,65 6,62 6,65 6,66 6,65
14 ] 6,69 6,73 6,71 6,72 6,71 6,70 6,69 6,69 6,68 6,69 6,64 6,64 6,64 6,66 6,65
Phase| Tag — i — —
A F | J X B E H K X C D G L X
0 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64 6,64
2 1 6,59 6,62 6,68 6,67 6,64 6,57 6,60 6,63 6,62 6,61 6,57 6,56 5,89 6,59 6,40
g 2 6,64 6,61 6,67 6,67 6,65 6,64 6,64 6,59 6,64 6,63 6,58 6,63 6,54 6,59 6,59
:f: 3 6,68 6,64 6,70 6,73 6,69 6,67 6,61 6,60 6,69 6,64 6,59 6,63 6,60 6,63 6,61
§ 4 6,60 6,65 6,65 6,71 6,65 6,60 6,58 6,59 6,65 6,61 6,64 6,56 6,57 6,64 6,60
< 5 6,64 6,69 6,68 6,69 6,68 6,68 6,62 6,60 6,65 6,64 6,59 6,58 6,62 6,59 6,60
6 6,70 6,65 6,64 6,68 6,67 6,63 6,62 6,67 6,62 6,64 6,60 6,61 6,59 6,62 6,61
7 6,68 6,65 6,67 6,66 6,67 6,64 6,61 6,65 6,63 6,63 6,57 6,61 6,59 6,61 6,60
8 6,66 6,67 6,71 6,70 6,69 6,57 6,61 6,65 6,63 6,62 6,53 6,60 6,59 6,59 6,58
- 9 6,67 6,71 6,73 6,73 6,71 6,59 6,64 6,61 6,67 6,63 6,54 6,63 6,61 6,60 6,60
% 10 | 6,65 6,71 6,69 6,69 6,69 6,63 6,68 6,62 6,65 6,65 6,55 6,64 6,59 6,59 6,59
5] 11 | 6,67 6,66 6,69 6,70 6,68 6,61 6,64 6,65 6,69 6,65 6,50 6,62 6,65 6,64 6,60
= 12 ]| 6,67 6,69 6,73 6,68 6,69 6,60 6,62 6,65 6,68 6,64 6,56 6,60 6,66 6,65 6,62
13 ] 6,70 6,70 6,72 6,69 6,70 6,66 6,64 6,67 6,64 6,65 6,60 6,67 6,61 6,65 6,63
14 ] 6,65 6,67 6,69 6,74 6,69 6,66 6,64 6,68 6,68 6,67 6,60 6,64 6,64 6,66 6,64
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Anhang

Tab. 6.5: Uberlaufe [ml] in V1-V4,
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Anhang

Tab. 6.6: Produktion der gesamten SCFA [mmol-d'] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d’ FS
Phase| Tag V1
A F | J X B E H K X C D G L X
7 41,2 36,7 41,8 36,4 39,0 41,5 38,2 36,0 39,4 38,8 50,8 40,3 44,6 47,5 45,8
8 41,3 36,3 40,3 37,4 38,8 37,7 35,3 37,9 40,8 37,9 43,5 43,0 46,9 46,2 44,9
= 9 38,5 35,9 36,7 36,7 37,0 43,1 34,8 39,7 36,8 38,6 47,8 42,0 42,6 43,3 43,9
% 10 39,6 41,0 39,2 37,7 39,4 41,2 40,8 42,3 42,3 41,6 45,5 45,6 46,4 48,7 46,5
5] 11 41,1 36,5 37,4 35,0 37,5 41,8 39,3 41,8 40,0 40,7 43,8 39,3 41,6 43,5 42,0
> 12 41,8 38,2 37,0 37,6 38,6 42,8 41,2 43,3 38,4 41,4 48,2 40,5 45,3 45,0 44,7
13 39,8 37,4 37,2 40,1 38,6 43,6 36,9 41,6 37,0 39,8 42,9 45,0 45,9 46,4 45,1
14 40,4 34,7 38,6 37,2 37,7 39,8 35,3 41,4 42,3 39,7 38,7 443 49,7 46,0 44,7
Phase| Tag — v2 — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 38,5 35,9 40,7 38,6 38,4 45,1 34,4 39,8 42,8 40,5 48,4 41,1 38,0 44.8 43,1
8 42,6 39,1 43,6 36,4 40,4 43,3 39,2 42,2 48,7 43,4 48,6 43,6 41,6 48,9 45,7
= 9 42,5 40,8 36,3 39,4 39,8 45,1 38,4 45,4 43,9 43,2 45,5 42,5 42,6 46,5 44,3
§ 10 | 40,1 39,4 334 35,6 37,1 38,0 39,0 36,8 40,1 38,5 434 39,9 38,3 43,2 41,2
o) 11 42,2 42,4 354 35,2 38,8 38,0 36,8 37,5 37,5 37,5 47,5 41,7 41,6 47,7 44,6
> 12 41,8 40,7 38,3 40,1 40,2 43,4 39,5 36,9 44,0 41,0 48,1 43,3 48,9 46,9 46,8
13 39,2 36,1 37,0 41,2 38,4 40,7 45,0 38,2 42,4 41,6 50,6 44,9 47,7 47,0 47,6
14 38,6 35,7 38,2 37,5 37,5 43,3 47,4 37,0 40,9 42,1 49,4 45,1 43,0 45,8 45,8
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 39,3 37,2 37,3 35,0 37,2 46,3 41,1 36,8 41,4 42,1 48,3 46,7 415 44,6
8 39,9 38,6 37,7 37,1 38,3 43,2 39,2 37,5 36,1 39,0 46,4 445 46,0 39,9 442
= 9 37,5 37,7 34,6 37,5 36,8 39,7 39,9 37,7 35,7 38,3 43,1 39,6 44,0 39,5 41,6
% 10 38,5 33,8 36,7 37,9 36,7 39,5 41,3 37,3 36,4 38,6 39,5 43,0 43,9 42,6 42,3
) 11 39,4 334 36,7 38,3 36,9 40,0 39,4 36,2 36,4 38,0 394 42,9 39,2 39,8 40,3
> 12 34,3 36,1 36,8 324 34,9 39,8 37,9 40,8 40,9 39,8 40,3 46,0 43,0 38,3 41,9
13 37,1 40,8 31,9 31,2 35,3 38,5 39,0 37,8 38,4 384 40,8 44,0 43,2 40,1 42,0
14 34,8 43,0 36,2 29,5 35,9 41,7 35,6 35,8 37,7 37,7 394 45,8 39,8 41,1 41,5
Phase| Tag — AL — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 375 41,4 37,7 35,0 37,9 425 41,0 39,9 41,6 41,2 44,8 45,7 47,7 42,3 45,1
8 40,7 40,4 34,8 35,7 37,9 47,3 46,5 39,8 42,2 43,9 49,1 49,0 49,4 40,5 47,0
= 9 38,5 32,6 33,2 32,9 34,3 46,4 42,0 42,1 39,2 42,4 48,4 46,3 39,8 46,1 45,1
% 10 | 41,3 35,5 36,1 37,6 47,1 37,7 447 36,4 41,5 46,1 46,2 42,7 43,2 44,6
o 11 37,6 354 36,2 31,8 35,3 44,6 36,5 38,5 36,2 38,9 47,8 44,6 43,1 35,2 42,7
> 12 39,6 33,6 33,4 36,0 35,6 46,6 39,1 37,6 37,5 40,2 48,8 40,0 37,6 40,2 41,7
13 35,9 37,9 36,0 37,3 36,8 40,6 38,2 37,5 39,5 39,0 46,0 38,5 42,3 40,4 41,8
14 | 415 36,6 40,0 34,9 38,3 40,2 35,6 37,3 40,1 38,3 45,5 44,7 40,9 42,7 43,5
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Anhang

Tab. 6.7: Produktion des Acetats [mmol-d™'] in V1-V4.

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 20,9 20,3 23,5 20,5 21,3 21,7 19,9 18,8 20,6 20,2 23,3 19,8 22,1 23,6 22,2
8 20,9 20,5 22,7 21,4 21,4 19,3 18,7 19,7 21,6 19,8 21,9 21,6 22,8 23,8 225
= 9 20,8 20,1 20,3 20,5 20,4 22,6 18,5 20,2 19,3 20,2 22,8 19,4 21,8 22,3 21,6
§ 10 ] 20,9 234 21,8 21,6 21,9 21,8 22,2 22,4 227 22,3 23,6 23,6 24,0 254 24,1
o 11 21,6 21,1 20,8 19,5 20,7 22,4 214 21,8 214 21,8 22,8 20,6 21,3 22,5 21,8
= 12 22,3 224 20,3 21,0 215 22,4 22,9 23,1 21,0 22,4 25,8 21,2 23,3 23,7 23,5
13 20,8 21,5 19,9 21,8 21,0 23,3 20,3 21,7 19,4 21,2 22,8 22,6 23,0 22,4 22,7
14 21,0 20,3 21,3 20,8 20,8 20,6 19,6 22,2 22,3 21,2 19,9 23,0 25,5 22,9 22,8
Phase| Tag — e — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 20,4 19,9 22,1 21,4 20,9 22,8 18,3 20,8 215 20,8 22,3 20,0 19,1 23,1 21,1
8 22,9 21,5 24,0 20,7 22,3 21,5 20,8 22,6 24,8 22,4 22,9 22,2 21,4 22,7 22,3
= 9 22,6 21,0 20,4 21,9 215 22,8 20,8 24,7 23,7 23,0 22,2 21,8 21,6 21,2 21,7
é 10 | 225 21,3 19,2 20,1 20,8 19,7 20,8 20,0 21,5 20,5 21,5 20,3 19,3 19,6 20,2
) 11 21,7 21,4 19,5 19,4 20,5 18,8 19,3 19,6 19,6 19,3 21,8 20,8 20,5 22,1 21,3
> 12 22,8 21,2 20,3 21,7 215 20,6 20,3 19,3 21,4 20,4 21,9 21,3 23,8 22,2 22,3
13 21,4 19,4 19,7 22,4 20,7 19,2 22,0 19,7 20,5 20,3 23,1 22,1 23,4 22,0 22,7
14 21,3 19,5 20,4 20,2 20,3 20,2 22,5 19,3 20,5 20,6 23,2 22,2 21,4 21,9 22,2
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 19,9 18,9 20,4 19,2 19,6 22,0 20,7 19,4 20,7 19,6 22,8 22,2 20,9 21,4
8 20,7 21,0 20,5 20,5 20,7 21,0 19,8 19,1 18,9 19,7 21,8 21,8 22,1 19,9 21,4
= 9 19,0 19,7 18,9 20,9 19,6 19,6 20,4 19,4 18,8 19,5 20,5 19,6 21,1 20,0 20,3
% 10 19,3 18,5 19,7 21,1 19,7 19,8 21,4 19,5 19,1 20,0 19,3 21,0 21,2 215 20,7
) 11 19,4 17,8 19,5 20,6 19,3 20,7 20,5 194 19,3 20,0 19,1 21,1 20,1 20,4 20,2
> 12 17,4 19,0 20,5 18,4 18,8 20,0 19,5 21,1 21,4 20,5 20,1 22,8 21,4 19,7 21,0
13 18,8 21,3 18,1 16,9 18,8 19,1 20,2 20,2 20,3 19,9 19,6 21,5 19,9 20,5 20,4
14 ] 18,1 22,8 19,6 16,7 19,3 21,3 18,8 19,5 20,0 19,9 20,4 23,2 19,2 21,0 20,9
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 18,4 20,0 19,4 17,2 18,8 19,6 19,8 17,5 18,6 18,8 18,8 20,3 19,7 17,1 19,0
8 21,0 19,2 18,2 18,0 19,1 23,0 21,5 18,3 19,6 20,6 21,1 21,7 20,5 17,8 20,3
= 9 19,7 16,6 17,3 16,9 17,6 22,6 20,4 19,2 18,1 20,1 21,5 19,6 17,9 20,7 19,9
é 10 ] 213 17,5 19,1 19,3 23,0 18,1 20,5 16,8 19,6 20,6 20,7 19,5 19,7 20,1
o) 11 19,3 16,7 17,7 15,9 17,4 20,2 17,7 17,0 16,6 17,9 21,8 20,1 19,3 15,9 19,3
> 12 20,2 16,3 15,4 17,4 17,3 23,2 19,0 17,4 17,4 19,3 22,7 18,8 16,6 17,3 18,9
13 18,5 17,7 16,4 18,0 17,6 19,5 18,8 17,6 18,2 18,5 21,1 18,0 18,5 16,8 18,6
14 ] 21,3 17,9 18,9 17,2 18,8 18,9 17,5 17,7 18,7 18,2 20,2 19,3 18,2 17,5 18,8
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Anhang

Tab. 6.8: Produktion des Propionats [mmol-d™] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 10,8 7,9 9,4 7,4 8,9 10,3 9,4 8,3 10,0 9,5 17,6 11,7 13,1 14,2 14,2
8 114 7,6 8,8 7,7 8,9 9,7 8,0 9,4 10,1 9,3 12,7 12,5 13,8 13,0 13,0
= 9 9,5 8,0 8,0 75 8,3 11,1 8,1 10,6 9,2 9,7 15,3 13,1 12,8 12,5 13,4
% 10 10,8 9,6 8,0 7,6 9,0 10,4 10,0 10,7 10,3 10,3 13,2 12,9 13,4 13,7 13,3
5] 11 10,9 8,1 6,7 6,7 8,1 10,0 9,5 10,6 9,5 9,9 12,3 11,1 11,8 12,4 11,9
> 12 10,6 8,1 7,7 7,2 8,4 10,3 9,2 10,7 8,3 9,6 13,0 10,9 12,3 12,6 12,2
13 10,1 8,2 8,1 8,3 8,7 10,1 7.9 10,4 9,0 9,3 11,3 12,8 13,5 13,8 12,8
14 10,3 7,0 7,9 7,3 8,1 9,0 7,6 9,8 10,3 9,2 10,4 12,2 13,8 12,9 12,3
Phase| Tag — e - —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 11,7 10,2 10,7 10,1 10,7 16,1 10,2 12,3 13,9 13,1 19,1 14,0 12,6 14,6 15,1
8 13,3 11,2 12,3 9,5 11,6 15,1 12,0 13,2 15,7 14,0 18,6 14,5 13,7 18,7 16,4
= 9 13,8 13,2 9,8 10,5 11,8 15,2 11,3 13,7 12,5 13,2 16,6 13,4 14,4 18,0 15,6
% 10 10,9 10,8 8,3 9,1 9,8 10,8 115 10,2 11,4 11,0 14,4 12,4 12,9 16,1 13,9
) 11 13,7 12,4 8,9 8,3 10,8 10,5 10,2 10,3 9,8 10,2 17,0 12,8 13,8 16,0 14,9
> 12 10,9 9,1 9,6 9,8 9,8 13,3 10,9 10,0 10,9 11,3 16,0 12,5 16,2 14,3 14,7
13 9,4 7,4 8,2 9,5 8,6 12,0 13,6 10,2 10,3 11,5 17,2 12,3 14,8 14,1 14,6
14 8,8 6,8 8,7 8,3 8,1 13,0 14,4 9,6 10,1 11,8 15,6 12,4 13,0 13,3 13,6
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 10,4 9,6 8,0 7,5 8,9 14,5 10,5 8,5 11,2 13,6 14,5 14,1 11,4 13,4
8 10,9 9,1 8,8 8,4 9,3 13,6 10,6 9,7 9,3 10,8 15,6 13,1 13,9 11,2 13,5
= 9 10,1 8,9 7,8 8,5 8,8 12,0 10,9 9,7 9,3 10,5 13,6 11,6 13,5 11,6 12,6
% 10 9,6 6,5 8,7 8,4 8,3 11,6 11,3 10,0 9,4 10,6 11,8 13,1 13,4 12,6 12,7
5 11 9,5 6,4 8,6 9,1 8,4 10,4 10,3 10,2 8,9 9,9 11,6 134 12,7 11,2 12,2
> 12 7,8 7,9 7,2 6,0 7,2 11,0 9,5 12,3 10,4 10,8 12,0 15,1 12,6 10,8 12,6
13 8,8 9,5 5,6 6,8 7,7 10,6 10,1 10,6 9,4 10,2 12,4 14,8 13,5 114 13,0
14 7,7 11,3 7.8 5,8 8,1 11,6 8,9 9,8 9,2 9,9 11,9 15,2 11,7 11,8 12,6
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 9,4 10,0 8,8 9,0 9,3 12,2 11,0 12,5 12,3 12,0 14,9 13,7 17,4 14,6 15,2
8 9,6 10,0 7,5 8,1 8,8 13,2 13,6 11,6 11,5 12,5 15,7 14,4 17,1 12,7 15,0
= 9 9,0 6,9 7,1 6,8 7,5 12,9 11,2 12,0 10,4 11,6 15,1 144 12,3 14,6 14,1
§ 10 95 8,0 7,2 8,3 12,2 9,7 12,7 9,8 11,1 14,1 13,5 13,4 13,6 13,7
) 11 8,5 9,1 79 7,1 8,2 12,5 9,7 11,7 10,0 11,0 14,8 13,4 13,2 10,8 13,1
> 12 9,3 7,4 7,8 8,3 8,2 12,7 10,3 10,7 10,0 10,9 15,2 11,8 11,8 12,6 12,8
13 8,2 9,5 9,0 8,6 8,8 11,2 10,2 10,4 11,6 10,9 14,5 11,1 14,4 13,2 13,3
14 9,3 9,1 10,0 8,0 9,1 114 9,6 10,2 11,3 10,6 14,4 13,7 13,9 14,0 14,0
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Tab. 6.9: Produktion des Butyrats [mmol-d™] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS

Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 3,3 2,6 2,8 2,9 2,9 2,9 2,9 2,3 2,8 2,7 3,2 2,6 2,4 2,8 2,7
8 3,1 2,7 2,7 2,9 29 2,6 25 2,6 2,9 2,6 2,7 3,0 2,8 2,8 2,8
= 9 2,8 2,8 2,7 33 29 3,0 2,7 2,8 2,7 2,8 3,1 34 2,2 2,6 2,8
§ 10 2,6 2,8 29 2,9 2,8 2,8 2,7 3,0 3,0 29 2,7 3,2 24 2,7 2,7
o 11 3,0 2,6 2.8 3,2 29 3,0 2,8 3,0 2,8 29 2,7 2,7 2,1 2,6 2,5
= 12 3,2 2,9 2,8 3,1 3,0 3,5 3,2 29 25 3,0 3,0 2.8 2,3 25 2,7
13 3.3 3,1 3,0 34 3,2 34 3,1 2,9 24 3,0 2,8 34 2,6 3,0 2,9
14 3,3 2,8 3,0 2,8 3,0 3,5 2,8 2,8 3,0 3,0 2,3 3,1 2,9 2,9 2,8
Phase| Tag — e - _—
C D G L X B E H K X A F | J X
7 3,2 3,0 34 3,2 3,2 3,5 2,8 2,9 34 3,1 3,6 2.8 25 3,0 3,0
8 34 3,3 3,5 2,8 33 33 3,0 3,0 4,3 34 34 3,0 2,7 3,5 3,1
= 9 3,1 3.3 3,1 3,1 3,1 33 2,7 34 3,7 33 3,1 3,0 2,9 3,5 3,1
é 10 3,0 3.2 2.8 2,9 3,0 3,0 2,8 2,7 34 3,0 3,1 2,7 2,7 3.3 2,9
) 11 3,0 3,4 2,9 3,0 3,1 3,1 2,6 2,9 3,1 2,9 3,7 2,7 2,8 3,8 3,3
> 12 3,2 3,3 3,4 3,6 3,4 3,3 2,8 3,0 4,3 3,3 3,7 3,0 3,4 3,9 3,5
13 3,2 3,2 3,1 3,6 3,2 3,3 3,3 3,0 3,9 3,4 3,9 3,1 3,2 3,8 3,5
14 2,9 3,1 3,2 3,3 3,1 3,8 3,7 2,6 3,2 3,3 3,9 3,2 2,8 3,5 3,4
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 3,2 2,8 3,0 3,0 3,0 3.2 3,1 3,0 3,1 2,6 3,2 3.3 2,9 3,0
8 3,1 3,1 2,8 2,9 3,0 2,8 2,8 2,8 2,7 2,8 2,7 2,8 3,2 2,7 2,8
= 9 2,9 3,1 2,6 2,8 2,8 2,6 2,8 2,9 2,6 2,7 2,7 2,4 3,0 2,4 2,6
% 10 3,3 2,9 2,7 3,0 3,0 2,7 2,9 2,9 2,6 2,8 2,5 2,6 2,7 2,5 2,6
9] 11 3,9 3,1 2,8 3,1 3,2 3,0 2,8 3,0 2,7 2,8 2,6 3,0 2,7 2,3 2,6
> 12 34 3,3 2,9 2,8 3,1 3,0 2,8 3,6 3,1 3,1 2,6 35 2,8 2,4 2,8
13 34 3,8 2,6 2,6 3,1 2,6 2,6 3,0 2,9 2,8 2,8 3,8 2,9 2,6 3,0
14 3,2 3,7 3,0 2,5 3,1 2,9 2,4 2,7 2,9 2,7 2,7 3,6 2,6 2,6 2,9
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 4,6 5,6 4,6 4,1 4,7 5,1 4,7 4,5 5,1 4,8 4,7 5,2 4,8 4.5 4,8
8 4.8 5,8 3,9 4,2 4,7 5,2 5,3 4,9 5,2 5,1 5,6 5,6 5,4 4,2 52
= 9 4.4 4,3 3,6 3,6 4,0 5,2 4,6 54 4,7 5,0 5,4 5,4 4,4 4,5 4,9
é 10 4.9 4.4 4,1 4.4 52 4,1 53 4,0 4,6 4,9 4.6 4.5 3,7 4.4
) 11 4.4 4.5 4,7 3,5 4,3 4.5 3,5 4,3 3,5 4,0 4.8 45 4.4 2.8 4,1
= 2] a4 46 43 4.2 44 43 37 4.2 36 3,9 4.2 36 35 35 37
13 3,8 4,8 4,1 4,4 4,3 4,0 3,4 4,1 3,5 3,7 3,8 3,1 3,6 3,8 3,6
14 4.4 4,3 4,2 3,6 4,1 3,9 3,1 3,7 3,7 3,6 4,3 4,1 3,2 4,2 4,0
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Tab. 6.10: Produktion des Isovalerats [mmol-d'] in V1-V4.

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 5,0 4,8 5,2 4,9 5,0 5,8 5,3 5,6 5,3 55 5,6 52 5,9 5,8 5,6
8 5,0 4,7 4,9 4,7 4,8 53 5,2 52 5,1 52 53 52 5,7 54 54
= 9 4,9 4,5 4,7 4,6 4,7 55 4,9 5,0 4,9 5,1 55 5,1 4,8 4,9 51
% 10 4,6 4,6 53 4,7 4,8 53 53 52 5,2 52 5,2 5,0 4,7 54 51
) 11 4,3 4,3 6,0 4,7 4,9 55 4,9 53 53 53 4,9 4,9 4,8 5,0 4,9
> 12 4,8 4,5 5,2 53 4,9 5,6 53 55 5,7 55 5,6 5,1 5,6 53 54
13 4,6 4,3 5,1 5,7 4,9 5,6 5,2 55 55 55 5,2 5.2 5,8 5,7 55
14 5,0 4,3 5,3 54 5,0 5,6 5,1 5,5 5,8 5,5 5,2 5,4 6,0 5,9 5,6
Phase| Tag U
C D G L X B E H K X A F | J X
7 2,0 1,3 2,6 2,7 2,1 1,5 2,0 23 2,0 2,0 1,8 2,6 2,0 1,9 2,1
8 1,8 1,3 1,9 1,9 1,7 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 1,4 1,9 1,5 15 1,6
= 9 1,7 1,6 14 1,7 1,6 1,9 1,9 1,7 1,6 1,8 1,4 2,2 1,5 14 1,6
% 10 2,0 2,2 1,6 1,7 1,9 3,0 2,2 2,0 2,1 23 2,5 2,8 1,7 2,1 2,3
) 11 2,4 3,8 2,4 2,6 2,8 4,5 2,9 2,7 3,7 34 3,3 3,7 2,5 3,7 3,3
> 12 3,2 5,7 3,6 3,7 4,0 5,0 3.9 3,3 6,3 4,6 5,1 4,9 34 4,8 4,5
13 4,0 5,6 4,5 4,5 4,6 5,2 4,6 4,0 6,3 5,0 5,0 5,8 3,8 5,2 4,9
14 4,1 5,7 4.4 4,5 4,7 5,4 5,3 4,1 5,6 5,1 5,8 5,8 3,7 5,2 5,1
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 54 5.2 4,9 6,7 55 5.8 6,0 5,2 5,7 5,2 6.8 5,9 5,7 5,9
8 4,6 4,9 4,7 6,3 5,1 5,1 55 5,0 4,5 5,0 54 6,0 6,1 53 5,7
= 9 4,9 5,1 4,6 6,2 5,2 5,0 5,1 4.8 4,2 4.8 5,2 54 5,6 4,8 5,2
% 10 5,4 54 4,9 6,2 55 4,8 4,9 3,9 4,5 4,5 5,0 54 5,5 5,0 5,2
) 11 6,0 5,9 4,9 6,5 58 54 5,0 2,8 4,6 4,4 5,4 4,8 2,5 5,1 4,4
> 12 5,1 5,4 5,4 6,2 55 5,3 52 2,7 50 4,5 4,8 3,9 52 4,7 4,6
13 54 5,5 5,0 6,2 55 5,3 5,0 2,8 4,8 4,5 4,5 3,1 5,8 4,6 4,5
14 5,0 4,4 4,9 6,1 5,1 5,3 4,7 2,4 4,7 4,3 3,7 3,0 5,2 4,6 4,1
Phase| Tag e
A F | J X B E H K X C D G L X
7 4.4 4,5 3,6 3,4 4,0 4,7 4,6 4,3 4,3 4,4 5,4 5,0 4,2 4.5 4,8
8 4,6 4,7 4,2 4,3 4.4 5,1 4,9 4,3 50 4,8 5,6 58 4,8 4,6 52
= 9 4,7 4,4 4,3 4,5 4.5 5,2 4,8 4,7 4,9 4,9 5,2 5,8 4,3 4.8 5,0
§ 10 5,1 4,8 4.8 4,9 6,1 5,0 4,7 4,7 5,1 5,4 6,3 4,5 4,8 52
5 11 5,0 4,6 4,8 4,4 4,7 6,4 4,9 4,4 4,9 5,2 5,1 5,8 4,9 4,5 5,1
> 12 5,2 4,8 5,0 5,0 5,0 5,5 5,1 4,3 5,3 5,0 5,5 52 4,7 54 52
13 5,2 5,3 55 5,2 53 4,8 5,0 4,2 5,0 4,8 5,2 5,6 5,0 53 5,3
14 5,7 5,1 5,9 5,1 5,5 4,7 4,9 4,5 5,6 4,9 5,3 6,4 4,9 5,7 55
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Tab. 6.11: Produktion des Valerats [mmol-d™] in V1-V4.

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS

Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1,1 1,1 1,0 0,6 0,9 0,8 0,8 1,0 0,8 0,8 1,1 1,0 1,1 1,1 1,1
8 0,9 0,7 1,2 0,7 0,9 0,9 0,8 1,1 1,0 1,0 0,9 0,6 1,8 1,2 1,1
= 9 0,4 0,6 1,1 0,9 0,7 0,9 0,6 1,1 0,8 0,8 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0
§ 10 0,8 0,5 1,2 0,9 0,9 0,9 0,6 1,1 0,9 0,9 0,7 0,8 1,9 1,6 1,3
o 11 1,2 04 1,1 0,9 0,9 0,9 0,6 1,1 0,9 0,9 1,1 0,0 1,5 1,0 0,9
= 12 0,9 0,3 1,0 0,9 0,8 0,9 0,5 1,1 0,9 0,9 0,8 0,5 1,8 1,0 1,0
13 1,0 04 1,0 1,0 0,8 1,1 0,5 1,2 0,7 0,9 0,9 1,0 1,1 15 1,1
14 0,9 0,3 1,0 0,9 0,8 1,2 0,3 1,1 0,9 0,9 0,9 0,6 1,4 1,4 1,1
Phase| Tag — e — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 13 1,5 1,9 1,3 15 1,4 1,2 15 2,0 15 1,7 1,7 1,8 2,2 1,9
8 13 1,8 1,9 1,5 1,6 1,7 1,7 1,8 2,2 1,9 24 1,9 2,3 24 2,3
= 9 1,3 1,8 1,6 2,3 1,7 1,9 1,8 1,9 24 2,0 2,1 2,2 2,1 24 2,2
é 10 1,8 1,9 14 1,7 1,7 1,6 1,7 1,9 1,8 1,7 1,9 1,7 1,8 2,2 1,9
) 11 1,5 1,4 1,6 2,1 1,7 1,1 1,8 2,1 1,4 1,6 1,7 1,8 1,9 2,1 1,9
> 12 1,8 1,4 1,4 1,4 1,5 1,3 1,6 1,2 1,2 1,3 1,5 1,6 2,2 1,8 1,8
13 1,3 0,6 1,5 1,4 1,2 1,0 1,5 1,4 1,3 1,3 1,4 1,7 2,5 1,9 1,9
14 1,5 0,6 1,5 1,3 1,2 1,0 1,6 1,4 1,6 1,4 1,0 1,5 2,0 1,9 1,6
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 0,5 0,7 0,9 0,7 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8 1,0 1,0 1,1 0,7 0,9
8 0,5 0,6 1,0 0,7 0,7 0,6 0,5 1,0 0,7 0,7 1,0 0,8 0,8 0,8 0,8
= 9 0,7 1,0 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 1,0 0,7 0,8 1,1 0,7 0,9 0,7 0,9
% 10 1,0 0,4 0,7 0,9 0,7 0,6 0,9 1,0 0,9 0,8 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0
9] 11 0,7 0,2 0,9 0,9 0,7 0,6 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 0,6 12 0,8 0,9
> 12 0,7 0,5 1,0 0,8 0,8 0,5 0,9 1,1 1,0 0,9 0,8 0,7 1,0 0,8 0,8
13 0,7 0,7 0,6 0,7 0,7 1,0 1,0 1,2 1,0 1,1 1,5 0,9 1,2 1,0 1,1
14 0,7 0,8 0,8 0,7 0,7 0,6 1,0 1,4 1,0 1,0 0,8 0,9 1,2 1,2 1,0
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 0,7 1,2 1,1 1,3 1,1 0,9 1,0 1,1 1,5 1,1 1,1 1,4 1,6 1,5 1,4
8 0,8 0,8 1,0 1,2 0,9 0,9 1,2 0,7 0,9 0,9 1,1 15 1,6 13 14
= 9 0,7 0,4 0,9 1,1 0,8 0,4 0,9 0,8 1,2 0,8 1,1 1,3 0,9 1,5 1,2
§ 10 0,5 0,7 1,0 0,7 0,6 0,9 1,4 1,2 1,0 1,0 1,2 0,8 14 1,1
o) 11 0,5 0,5 1,1 1,0 0,8 1,0 0,7 1,1 1,1 1,0 1,2 0,8 1,2 1,2 1,1
> 12 0,6 0,5 1,1 1,1 0,8 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,2 0,5 1,0 1,5 1,1
13 0,3 0,6 1,1 1,1 0,7 1,1 0,8 1,3 1,1 1,1 1,4 0,6 0,8 1,4 1,1
14 0,8 0,3 1,0 1,1 0,8 1,3 0,6 1,3 0,9 1,0 1,3 1,2 0,7 1,3 1,1

Tab. 6.12: Konzentration der SCFA [mmol-l'l] in der Pansenflissigkeit in
Nachweisgrenze <0,3 mmol/l).

V1-4 (u.N. unter der

SCFA- V1 V2 V3 V4
Konzentration _ _ _ _
[mmol/i] X X X X
C2 52,6 | 52,6 [ 53,7 [ 53,0 ] 58,2 | 60,3 [ 61,2 [ 59,9 ] 50,7 | 51,4 | 52,6 [ 51,6 ] 67,2 | 69,1 | 65,9 [ 67,4
C3 159 (156 | 17,7 | 16,4 | 156 | 16,2 | 16,4 | 16,1 | 13,7 | 14,1 [ 14,1 | 140 19,4 | 20,0 [ 18,4 | 19,3
iC4 UN. [ uN. ] uN. [ uN. 1096 |103| 1,0 1,0 J uN. [ uN. | uN. | uN. | uN. | uN. [ uN. | uN.
C4 57 |56 | 575777 |76 |77 |77]57 |56 |58 |57]85]87]82]285
iC5 UN. | uN. ] uN. JuN. }J 2515|1515} 09 (|(o08]|07)|]08] 06 (06| 05] 06
C5 UN. | uN. [ uN. J uN. ] 1,08 | 1,0 121,28 | 1,1 | uN. | uN. | uN. [ uN. | uN. | uN. [ uN. | uN.
3 74,2 |1 73,8 { 77,0 | 750 85,1 | 87,6 [ 89,1 [ 87,2] 70,9 | 71,9 | 73,3 [ 72,0 ] 95,7 | 98,4 | 93,0 [ 95,7
Tab. 6.13: Molare SCFA-Anteile [%] in der Pansenflissigkeit in V1-4 (u.N. unter der
Nachweisgrenze <0,3 mmol/l).
Molarer SCFA- V1 V2 V3 V4
Anteil [%] X X X X
Cc2 70,9 | 71,3 [ 69,7 | 706 ] 68,4 | 688 | 68,7 | 68,6 | 715 | 714 | 71,8 | 71,6 | 70,2 | 70,2 | 70,8 | 70,4
C3 2141211 (229)|218] 184 | 185|184 | 184 193 [ 196 | 193 | 19,4] 20,3 | 20,3 [ 19,8 | 20,1
iC4 UN. | uN. | uN. | uN. 1,1 1,2 1,1 1,1 UN. | uN. | uN. [ uN. | uN. | uN. | uN. | uN.
C4 7,7 7,6 74 7,6 9,1 8,7 8,7 8,8 8,0 7.8 7.9 7,9 8,9 8,9 8,9 8,9
iC5 UN. | uN. | uN. | u.N. 1,8 1,7 1,7 1,8 1,2 1,1 1,0 1,1 0,6 0,6 0,5 0,6
C5 uN. | uN. [ uN. | uN. 1,3 1,1 1,3 1,2 ] uN. | uN. | uN. | uN. | uN. | uN. [ uN. | uN.
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Tab. 6.14: Molare Anteile des Acetats [%] in V1-V4,

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 50,8 55,4 56,1 56,4 54,7 52,3 52,0 52,2 52,3 52,2 46,0 49,0 49,6 49,7 48,6
8 50,6 56,5 56,2 57,1 55,1 51,2 53,1 51,9 53,0 52,3 50,3 50,3 48,8 51,5 50,2
= 9 53,9 55,8 55,2 55,9 55,2 52,5 53,2 51,0 52,5 52,3 47,7 46,2 51,2 51,5 49,1
% 10 | 52,6 57,1 55,6 57,3 55,7 52,9 54,4 52,9 53,8 53,5 51,9 51,7 51,7 52,2 51,9
5] 11 52,7 57,8 55,6 55,6 55,4 53,5 54,6 52,3 53,5 53,5 52,1 52,3 51,3 51,6 51,8
> 12 53,3 58,6 54,8 55,9 55,6 52,5 55,6 53,4 54,6 54,0 53,5 52,3 51,4 52,5 52,4
13 52,3 57,5 53,6 54,4 54,4 53,5 54,8 52,1 52,5 53,2 53,1 50,3 50,1 48,2 50,4
14 ] 519 58,5 55,3 55,9 55,4 51,6 55,5 53,5 52,7 53,3 51,4 52,1 51,4 49,8 51,2
Phase| Tag — U — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 52,9 55,5 54,3 55,5 54,5 50,5 53,1 52,2 50,2 51,5 46,1 48,7 50,2 51,6 49,2
8 53,7 55,0 55,0 56,8 55,1 49,6 53,0 53,6 51,0 51,8 47,1 50,9 51,5 46,5 49,0
= 9 53,2 51,3 56,2 55,5 54,0 50,6 54,1 54,5 54,0 53,3 48,9 51,4 50,9 45,6 49,2
% 10 ] 56,1 54,1 57,6 56,6 56,1 51,7 53,2 54,4 53,6 53,2 49,6 50,9 50,3 45,4 49,0
) 11 51,3 50,4 55,2 55,0 53,0 49,5 52,4 52,3 52,2 51,6 46,0 49,8 49,4 46,4 47,9
> 12 54,5 52,1 53,1 54,1 53,4 47,3 51,4 52,4 48,5 49,9 45,5 49,2 48,7 47,2 47,6
13 54,6 53,8 53,3 54,2 54,0 47,2 48,8 51,6 48,4 49,0 45,7 49,1 49,0 46,9 47,7
14 ] 550 54,6 53,4 53,9 54,2 46,6 47,4 52,2 50,1 49,1 47,0 49,2 49,8 47,9 48,5
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 50,6 50,9 54,8 54,9 52,8 47,5 50,3 52,8 50,2 46,6 47,2 47,6 50,3 47,9
8 51,9 54,3 54,3 55,3 54,0 48,6 50,5 50,9 52,5 50,6 46,8 49,0 48,0 50,0 48,5
= 9 50,7 52,3 54,7 55,7 53,4 49,3 51,3 51,4 52,6 51,1 47,7 49,4 47,8 50,7 48,9
% 10 | 50,2 54,9 53,7 55,6 53,6 50,1 51,8 52,3 52,5 51,7 48,7 48,7 48,4 50,5 49,1
5 11 ] 49,2 53,4 53,3 53,7 52,4 51,7 52,2 53,7 53,1 52,6 48,4 49,1 51,2 51,3 50,0
> 12 50,6 52,7 55,6 56,8 53,9 50,4 51,6 51,8 52,4 51,5 50,0 49,7 49,8 51,3 50,2
13 50,6 52,3 56,7 54,1 53,4 49,6 51,8 53,5 52,8 51,9 48,1 48,8 46,0 51,0 48,5
14 52,1 53,0 54,1 56,6 54,0 51,0 52,6 54,5 53,0 52,8 51,6 50,5 48,2 51,0 50,4
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 49,2 48,5 51,6 49,0 49,6 46,2 48,2 43,8 44,6 45,7 42,0 44.5 41,4 40,4 42,1
8 51,6 47,5 52,2 50,4 50,4 48,6 46,3 46,0 46,5 46,9 43,0 44,3 41,5 44,0 43,2
= 9 51,2 50,9 52,2 51,5 51,4 48,7 48,7 45,8 46,2 47,3 44,5 42,2 44,8 44,8 44,1
§ 10 51,6 49,5 52,7 51,2 48,9 48,0 45,9 46,2 47,3 44,8 44,7 45,6 45,7 45,2
5 11 51,2 47,1 48,9 49,8 49,3 45,2 48,6 44,3 45,9 46,0 45,6 45,1 44,9 45,2 45,2
> 12 51,1 48,4 46,0 48,3 48,4 49,6 48,7 46,4 46,5 47,8 46,5 47,1 44,2 43,1 45,2
13 51,4 46,8 45,5 48,4 48,0 47,9 49,1 46,8 46,2 47,5 45,9 46,9 43,7 41,5 44,5
14 ] 51,3 48,8 47,3 49,2 49,2 46,9 49,1 47,4 46,6 47,5 44,4 43,2 44,5 41,1 43,3
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Tab. 6.15: Molare Anteile des Propionats [%] in V1-V4,

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 26,3 25,6 22,4 20,4 23,7 24,8 24,6 23,2 25,3 244 34,7 29,1 29,4 30,0 30,8
8 27,6 22,1 21,8 20,5 23,0 25,6 22,7 24,9 24,8 24,5 29,3 29,1 29,4 28,1 29,0
= 9 24,8 22,6 21,8 20,4 22,4 25,7 23,3 26,6 24,9 25,1 32,0 31,3 30,0 29,0 30,6
§ 10 27,2 24,4 20,4 20,3 23,1 25,2 24,5 25,2 24,5 24,8 29,0 28,4 28,9 28,0 28,6
5] 11 26,5 26,1 18,0 19,1 22,4 23,9 24,3 25,3 23,8 24,3 28,1 28,3 28,4 28,5 28,3
> 12 25,4 24,2 20,9 19,3 22,4 24,1 22,4 24,7 21,5 23,2 27,1 26,8 27,2 27,9 27,3
13 25,3 21,1 21,9 20,6 22,2 23,1 21,4 25,0 24,2 23,4 26,3 28,4 29,4 29,6 28,4
14 25,4 21,8 20,5 19,6 21,8 22,6 21,4 23,8 24,4 23,1 26,8 27,5 27,7 28,0 27,5
Phase| Tag — e - _—
C D G L X B E H K X A F | J X
7 30,5 28,4 26,3 26,0 27,8 35,6 29,7 30,9 32,5 32,2 34,0 34,0 33,2 32,7 33,5
8 31,2 28,6 28,2 26,2 28,5 34,9 30,5 31,1 32,2 32,2 33,3 33,3 33,0 38,3 34,5
= 9 32,6 32,3 27,1 26,6 29,7 33,6 29,3 30,3 28,5 30,4 31,5 315 33,9 38,8 33,9
é 10 27,2 27,4 24,9 25,6 26,3 28,5 29,6 27,7 28,5 28,6 31,0 31,0 33,7 37,2 33,2
) 11 32,3 29,3 25,3 23,5 27,6 27,6 27,7 27,3 26,1 27,2 30,7 30,7 33,1 33,6 32,0
> 12 26,0 22,4 24,9 24,4 24,4 30,5 27,6 27,2 24,8 27,5 28,9 28,9 33,1 30,4 30,3
13 24,0 20,4 22,3 22,9 22,4 29,6 30,1 26,6 24,4 27,7 27,4 27,4 31,1 29,9 29,0
14 22,8 19,0 22,7 22,0 21,6 30,0 30,3 26,0 24,7 27,8 27,4 27,4 30,3 29,0 28,5
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 26,4 25,8 215 21,5 23,8 31,4 25,6 23,0 26,7 32,4 30,0 30,3 27,5 30,0
8 27,3 23,6 23,4 22,6 24,2 31,5 26,9 25,8 25,9 27,5 33,6 29,4 30,3 28,2 30,4
= 9 26,9 23,5 22,5 22,7 23,9 30,1 27,4 25,8 26,2 27,4 31,7 29,3 30,6 29,3 30,2
% 10 24,9 19,2 23,8 22,1 22,5 29,4 27,2 26,9 25,7 27,3 29,8 30,4 30,5 29,5 30,0
) 11 24,1 19,3 23,4 23,8 22,6 25,9 26,0 28,1 24,5 26,1 29,5 31,3 32,3 28,2 30,3
> 12 22,6 21,9 19,4 18,6 20,6 27,7 25,1 30,2 25,5 27,1 29,8 32,8 29,3 28,2 30,0
13 23,7 23,3 175 21,9 21,6 27,5 26,0 27,9 244 26,5 30,5 33,7 31,2 28,5 31,0
14 22,0 26,3 21,6 19,5 22,4 27,9 25,0 27,3 24,3 26,1 30,1 33,1 29,4 28,7 30,3
Phase| Tag — e — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 25,1 26,6 23,5 25,8 25,2 28,7 26,9 31,4 29,4 29,1 33,2 30,1 36,5 34,6 33,6
8 23,5 33,6 21,7 22,6 25,3 27,8 29,2 29,1 27,4 28,4 31,9 29,5 34,6 31,3 31,8
= 9 23,5 34,4 21,5 20,6 25,0 27,9 26,7 28,5 26,5 27,4 31,2 31,0 30,9 31,7 31,2
é 10 23,1 27,2 20,0 23,4 26,0 25,6 28,4 26,8 26,7 30,6 29,2 31,4 31,5 30,7
) 11 22,6 27,3 219 22,2 235 28,1 26,5 30,5 27,5 28,1 31,1 29,9 30,7 30,8 30,6
> 12 235 30,7 23,2 23,2 25,1 27,2 26,4 28,4 26,8 27,2 31,1 295 31,3 31,2 30,8
13 22,8 27,0 25,1 23,1 245 27,7 26,8 27,7 294 27,9 31,6 28,8 34,1 32,6 31,8
14 224 26,1 249 22,8 24,1 28,5 26,9 27,2 28,1 27,7 31,8 30,7 34,0 32,7 32,3
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Tab. 6.16: Molare Anteile des Butyrats [%] in V1-V4.
Kontrolle 3,38 mmol-d* FS 6,76 mmol-d™ FS
Phase| Tag V1
A F [ J X B E H K X c D G L X
7 8,0 7,2 6,6 7,9 74 7,1 7,7 6,4 7,0 7,0 6,2 6,5 5,3 5,6 5,9
8 7,6 7,4 6,6 7,8 7,4 6,9 7,1 6,8 7,1 7,0 6,1 7,0 5,9 55 6,1
= 9 7,3 7,7 7,3 8,9 7,8 7,0 7,7 7,1 7,2 7,2 6,5 8,0 51 51 6,2
% 10 6,5 6,8 75 7,8 7,2 6,9 6,7 7,1 7,1 6,9 6,0 7,1 5,2 51 5,8
) 11 74 7,2 74 9,0 7,8 7,2 7,2 7,1 7,0 7,1 6,1 7,0 5,0 51 5.8
= 12 7,6 7,6 7,6 8,3 7,8 8,3 7,7 6,6 6,5 7,3 6,3 6,9 51 4.8 5,8
13 8,2 8,3 8,2 8,4 8,3 7,9 8,4 7,0 6,5 74 6,6 75 5,6 6,3 6,5
14 8,2 8,0 7,8 7,6 7,9 8,7 7,8 6,8 7,1 7,6 5,8 7,0 59 5,7 6,1
Phase| Tag — N2 — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 8,2 8,5 8,4 5,7 7,7 7,7 8,0 7,3 8,0 7,7 7,3 6,9 6,6 6,7 6,9
8 7,9 8,4 8,1 5,0 74 7,7 7,7 7,2 8,7 7,8 6,9 7,0 6,4 7,2 6,9
= 9 73 8,0 8,5 55 74 7,4 7,0 7,5 8,5 7,6 6,9 7,0 6,8 74 7,0
% 10 74 8,1 8,4 51 7,3 7,8 7,1 74 8,5 7,7 7,2 6,8 7,0 7,6 7,1
o) 11 7,1 7,9 8,3 54 7,2 8,3 7,0 7,8 8,2 7,8 7,8 6,4 6,8 8,0 7,2
> 12 7,6 8,1 8,9 6,6 7,8 7,6 7,1 8,2 9,7 8,2 7,6 6,8 6,9 8,2 74
13 8,0 8,7 8,3 6,6 7,9 8,1 74 7,7 9,2 8,1 7,7 6,8 6,7 8,1 7,3
14 7,6 8,8 8,3 6,1 7,7 8,7 7,8 7,0 7,8 7,8 7,9 7,2 6,6 7,6 7,3
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 8,2 7,6 8,2 8,5 8,1 6,9 74 8,1 75 6,2 6,7 7,0 5,7 6,4
8 7,8 8,0 74 7,8 7,8 6,6 7,2 7,5 74 7,2 5,8 6,3 6,9 53 6,0
= 9 7,6 8,1 74 74 7,6 6,5 7,0 7,6 7,3 7,1 6,2 6,0 6,7 4.8 59
% 10 8,4 8,7 73 7,8 8,1 6,8 7,0 7,8 7,1 7,2 6,2 6,2 6,2 5,0 59
) 11 9,8 9,1 75 8,0 8,6 75 7,1 8,2 7,3 75 6,5 7,0 7,0 45 6,2
= 2] 98 9,0 78 8,6 8,8 75 73 8,8 74 77 6.4 76 6,6 47 6,3
13 9,3 9,3 8,2 8,4 8,8 6,7 6,8 8,0 7,6 73 6,9 8,5 6,8 5,0 6,8
14 9,2 8,7 8,3 8,4 8,6 6,9 6,7 7,7 7,8 72 6,8 7.9 6,5 5,0 6,6
Phase| Tag — va — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 12,2 13,5 12,3 11,7 12,4 12,0 11,4 11,4 12,3 11,7 10,5 11,5 10,0 11,2 10,8
8 11,7 14,2 11,2 11,8 12,2 11,0 11,3 12,3 12,2 11,7 11,4 11,4 11,0 9,5 10,8
= 9 11,3 13,1 10,8 10,9 115 11,3 10,9 12,8 11,9 11,7 11,1 11,7 11,1 10,1 11,0
§ 10 11,8 12,3 11,3 11,8 11,0 10,8 12,0 10,9 11,2 10,7 9,9 10,6 8,1 9,8
) 11 11,7 12,8 13,0 11,1 12,1 10,1 9,6 11,1 9,8 10,1 10,1 10,2 10,2 6,1 9,2
> 12 11,0 13,8 12,7 11,8 12,3 9,3 9,4 11,2 9,5 9,8 8,6 9,1 9,4 8,0 8,8
13 10,5 12,7 11,3 11,7 11,6 9,7 8,8 10,9 8,9 9,6 8,2 8,1 8,5 9,2 8,5
14 10,6 11,7 10,4 10,3 10,8 9,7 8,7 10,0 9,2 9,4 9,4 9,3 7,8 10,3 9,2

192




Anhang

Tab. 6.17: Molare Anteile des Isovalerats [%] in V1-V4.
Kontrolle 3,38 mmol-d* FS 6,76 mmol-d™ FS
Phase| Tag V1
A F | J X B E H K X C D G L X
7 12,2 13,0 12,5 13,6 12,8 14,0 13,8 15,5 13,5 14,2 11,0 12,9 13,2 12,3 12,3
8 12,1 13,1 12,3 12,6 12,5 13,9 14,7 13,7 12,6 13,7 12,3 12,2 12,2 11,6 12,1
= 9 12,9 12,5 12,8 12,4 12,6 12,7 14,2 12,6 13,2 13,2 11,6 12,2 11,4 11,4 11,7
§ 10 11,6 11,3 13,5 12,4 12,2 12,9 12,9 12,3 12,4 12,6 11,5 11,0 10,2 11,0 10,9
) 11 10,6 11,8 16,1 13,6 13,0 13,2 12,5 12,7 13,4 12,9 11,1 12,5 11,6 11,5 11,7
> 12 115 11,7 14,2 14,0 12,8 13,1 13,0 12,7 15,0 134 11,5 12,7 12,4 11,7 12,1
13 11,7 11,4 13,8 14,2 12,8 12,9 14,2 13,1 14,9 13,8 12,0 11,6 12,6 12,4 12,1
14 12,4 12,3 13,8 14,5 13,2 14,1 145 13,3 13,8 13,9 13,5 12,1 12,1 12,8 12,6
Phase| Tag — v2 — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 52 3,6 6,4 6,9 55 3,3 5,9 57 4,8 49 3,6 6,3 5,3 4,1 4,8
8 4,2 3,3 4.4 52 4,3 3,7 4.4 4,0 3,5 3,9 2,8 4.4 3,5 3,1 3,5
= 9 3,9 3,9 3,8 4.4 4,0 4,1 5,0 3,7 3,6 4,1 3,1 51 3,4 2,9 3,6
é 10 5,0 57 49 4,9 51 7,8 5,7 54 5,2 6,0 5,8 7,0 4.4 4,8 55
) 11 58 9,0 6,7 7,2 7,2 11,7 8,0 7,2 9,8 9,2 6,9 8,9 6,1 7,7 7.4
= 12 7,7 13,9 9,4 9,1 10,0 11,5 9,9 9,0 14,3 11,2 10,6 114 6,9 10,2 9,8
13 10,1 15,4 12,0 10,9 12,1 12,7 10,3 10,5 149 12,1 9,8 129 7,9 11,0 10,4
14 10,7 15,9 11,6 12,1 12,6 12,5 11,1 11,1 13,6 12,1 11,7 129 8,6 114 11,1
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 13,7 14,0 13,1 13,2 13,5 12,5 14,7 14,1 13,8 12,4 14,2 12,7 13,6 13,2
8 11,6 12,7 12,3 12,5 12,3 11,9 14,0 13,3 12,4 12,9 11,6 13,5 13,2 13,3 12,9
= 9 129 13,5 13,2 12,2 12,9 12,5 12,7 12,6 11,9 12,4 12,0 13,6 12,8 12,1 12,6
% 10 14,0 16,0 13,4 12,2 13,9 12,1 119 10,4 12,4 11,7 12,8 12,4 12,6 11,8 12,4
51 11 15,1 17,6 13,4 12,1 14,6 13,6 12,6 7,6 12,6 11,6 13,7 11,2 6,4 12,7 11,0
= 12 14,9 14,9 145 13,7 145 13,3 13,6 6,7 12,3 11,5 11,9 8,4 12,0 12,2 11,1
13 14,6 13,5 15,6 13,5 14,3 13,7 12,8 75 12,5 11,6 10,9 7,0 13,3 11,6 10,7
14 145 10,2 13,6 13,4 12,9 12,8 13,1 6,7 12,3 11,2 9,5 6,4 13,0 11,3 10,0
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 11,8 10,9 9,6 9,8 10,5 11,0 11,1 10,7 10,2 10,8 12,0 11,0 8,8 10,6 10,6
8 11,2 11,7 12,0 11,9 11,7 10,7 10,6 10,9 11,9 11,0 115 11,7 9,6 11,3 11,0
= 9 12,2 13,5 12,8 13,7 13,1 11,2 115 11,1 12,5 11,6 10,8 12,4 10,9 10,4 11,1
é 10 12,4 13,6 13,2 13,0 12,9 13,2 10,6 13,0 12,4 11,7 13,6 10,6 11,1 11,7
) 11 13,2 13,0 13,3 13,7 13,3 14,4 13,4 11,4 13,7 13,2 10,8 13,0 11,3 12,8 12,0
> 12 13,1 14,4 14,9 13,9 14,1 11,7 13,1 11,5 14,2 12,6 11,3 13,0 12,5 13,3 12,5
13 14,6 14,1 15,2 13,9 14,4 11,9 13,1 11,2 12,8 12,3 11,3 14,6 11,7 13,1 12,7
14 13,8 13,8 14,8 14,5 14,2 11,7 13,6 12,1 13,9 12,8 11,6 14,2 11,9 13,2 12,7
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Tab. 6.18: Molare Anteile des Valerats [%] in V1-V4.
Kontrolle 3,38 mmol-d* FS 6,76 mmol-d™ FS

Phase| Tag V1
A F [ J X B E H K X c D G L X
7 2,7 3,0 2,4 1,7 2,4 1,9 2,0 2,7 2,0 2,1 2,2 2,5 2,6 2,3 2,4
8 2,2 2,0 3,0 1,9 2,3 2,4 2,3 2,8 2,5 2,5 2,1 1,5 3,8 2,6 2,5
= 9 1,1 1,7 2,9 2,4 2,0 2,1 1,7 2,7 2,2 2,2 2,2 2,3 2,4 2,2 2,3
% 10 2,1 1,3 3,1 2,3 2,2 2,2 15 2,5 2,2 2,1 1,6 1,8 4,0 3,3 2,7
o 11 2,9 1,1 3,0 2,6 2,4 2,1 15 2,7 2,3 2,1 2,6 0,0 3,7 2,4 2,2
= 12 2,2 0,9 2,6 2,5 2,1 2,1 1,3 2,6 2,3 2,1 1,7 1,3 3,9 2,2 2,3
13 2,5 1,0 2,6 2,5 2,2 2,6 1,3 2,8 1,9 2,2 2,0 2,3 2,5 3,2 2,5
14 2,1 0,9 2,7 2,5 2,0 2,9 0,8 2,6 2,1 2,1 2,5 1.4 2,9 3,1 2,5

Phase| Tag v2
C D G L X B E H K X A F | J X
7 3.2 4.1 4.6 35 3,8 3,0 34 3,8 47 3,7 3,6 41 47 5,0 43
8 3,0 47 43 4.0 4.0 4.0 4.4 42 4.6 43 5,0 4.4 55 5,0 5,0
= 9 3,0 4.4 45 57 4.4 43 47 41 54 4.6 4.6 51 5,0 53 5,0
§ 10| 44 47 4,2 4.8 45 43 4.4 51 4.4 45 43 43 4.6 5,0 4.6
o) 11 3,6 34 45 59 4,3 2,8 5,0 55 3,8 4.3 3,5 4,2 4,7 4,3 4,2
> 12 4,2 34 3,8 3,5 3,7 3,0 4,0 3,2 2,8 3,3 3,1 3,8 4.4 3,9 3,8
13 3,3 1,7 4,1 3,3 3,1 2,3 34 3,6 3,1 3,1 2,8 3,7 53 4,0 4,0
14 3,9 1,7 4,0 3,3 3,2 2,2 34 3,8 3,8 3,3 1,9 33 4.7 4,1 3,5
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 1,2 1,7 2,5 1,9 1,8 1,7 2,0 2,1 1,9 2,4 2,0 2,4 1,7 2,1
8 1,3 1.4 2,6 1,8 1,8 1,5 1,3 2,5 19 1,8 2,3 1,8 1,7 1,9 1,9
= 9 1,9 2,5 2,2 2,0 2,2 1,6 1,7 2,6 2,1 2,0 2,6 1,8 2,1 1,8 2,0
% 10 2,5 1,3 1,8 2,2 2,0 1,5 2,1 2,7 2,4 2,2 2,5 2,3 2,3 2,2 2,3
) 11 1,9 0,6 2.4 25 1,8 1.4 2,2 2,5 25 2,1 2,0 15 3,1 2,0 2,2
= 12 2,2 1,4 2,7 25 2,2 1,2 2.4 2,6 25 2,2 19 1,6 2,4 2,1 2,0
13 1,9 1,6 2,0 2,1 1,9 25 2,7 3,2 2,7 2,8 3,6 2,0 2,8 2,5 2,7
14 2,1 1,8 2,3 2,2 2,1 1,5 2,7 3,8 2,6 2,6 2,1 2,0 2,9 2,8 2,5

Phase| Tag va
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1,8 2,9 3,0 3,7 2,9 2,2 2,5 2,7 3,5 2,7 2,4 3,0 3,3 3,6 3,1
8 2,0 2,0 2,8 3,2 25 1,9 2,6 1,7 2,1 2,1 2,2 3,1 3,2 3,1 29
= 9 1,7 1,2 2,7 3,3 2,2 1,0 2,2 2,0 3,0 2,0 2.4 2,7 2,3 3,3 2,7
§ 10 1,3 2,0 2,7 2,0 1,3 2,3 3,2 3,2 25 2,3 2,6 1,8 3,2 2,5
) 11 1,3 1,3 3,0 3,2 2,2 2,1 1,9 2,8 3,1 25 2,4 1,9 2,9 35 2,7
> 12 1.4 1,4 3,1 3,0 2,2 2,2 2,5 2,6 3,1 2,6 2,5 1,4 2,7 3,7 2,6
13 0,7 1,5 3,0 2,9 2,0 2,8 2,2 3,4 2,8 2,8 3,0 1,6 2,0 3,4 2,5
14 1,8 0,7 2,6 3,2 2,1 3,2 1,7 3,3 2,3 2,6 2,9 2,6 1,7 3,1 2,6
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Tab. 6.19: Acetat-Propionat-Verhéltnisse in V1-V4

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS

Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1,9 2,6 2,5 2,8 2,4 2,1 2,1 2,3 2,1 2,1 1,3 1,7 1,7 1,7 1,6
8 1,8 2,7 2,6 2,8 25 2,0 23 2,1 2,1 2,1 1,7 1,7 1,7 1,8 1,7
= 9 2,2 25 25 2,7 25 2,0 23 1,9 2,1 2,1 1,5 15 1,7 1,8 1,6
§ 10 1,9 24 2,7 2,8 25 2,1 2,2 2,1 2,2 2,2 1,8 1,8 1,8 1,9 1,8
o 11 2,0 2,6 3,1 2,9 2,7 2,2 2,2 2,1 2,2 2,2 1,9 1,9 1,8 1,8 1,8
= 12 2,1 2,8 2,6 2,9 2,6 2,2 2,5 2,2 25 23 2,0 1,9 1,9 1,9 1,9
13 2,1 2,6 24 2,6 24 2,3 2,6 2,1 2,2 23 2,0 1,8 1,7 1,6 1,8
14 2,0 2,9 2,7 2,9 2,6 2,3 2,6 2,3 2,2 2,3 1,9 1,9 1,9 1,8 1,9
Phase| Tag — e — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 1,7 2,0 2,1 2,1 2,0 1,4 1,8 1,7 15 1,6 1,2 14 1,5 1,6 1,4
8 1,7 1,9 2,0 2,2 1,9 1,4 1,7 1,7 1,6 1,6 1,2 15 1,6 1,2 1,4
= 9 1,6 1,6 2,1 2,1 1,8 15 1,8 1,8 1,9 1,8 1,3 1,6 1,5 1,2 1,4
é 10 2,1 2,0 23 2,2 2,1 1,8 1,8 2,0 1,9 1,9 1,5 1,6 1,5 1,2 1,5
) 11 1,6 1,7 2,2 2,3 2,0 1,8 1,9 1,9 2,0 1,9 1,3 1,6 1,5 1,4 1,4
> 12 2,1 2,3 2,1 2,2 2,2 1,6 1,9 1,9 2,0 1,8 1,4 1,7 1,5 1,6 1,5
13 2,3 2,6 2,4 2,4 2,4 1,6 1,6 1,9 2,0 1,8 1,3 1,8 1,6 1,6 1,6
14 2,4 2,9 2,3 2,4 2,5 1,6 1,6 2,0 2,0 1,8 1,5 1,8 1,6 1,6 1,6
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 1,9 2,0 2,5 2,6 2,2 15 2,0 2,3 1,9 1,4 1,6 1,6 1,8 1,6
8 1,9 2,3 2,3 2,4 2,2 1,5 1,9 2,0 2,0 1,9 1,4 1,7 1,6 1,8 1,6
= 9 1,9 2,2 2,4 2,5 2,3 1,6 1,9 2,0 2,0 1,9 1,5 1,7 1,6 1,7 1,6
% 10 2,0 2,9 2,3 2,5 2,4 1,7 1,9 1,9 2,0 1,9 1,6 1,6 1,6 1,7 1,6
) 11 2,0 2,8 2,3 2,3 2,3 2,0 2,0 1,9 2,2 2,0 1,6 1,6 1,6 1,8 1,7
> 12 2,2 2,4 2,9 3,0 2,6 1,8 2,1 1,7 2,1 1,9 1,7 1,5 1,7 1,8 1,7
13 2,1 2,2 3,2 2,5 2,5 1,8 2,0 1,9 2,2 2,0 1,6 1,4 1,5 1,8 1,6
14 2,4 2,0 2,5 2,9 2,4 1,8 2,1 2,0 2,2 2,0 1,7 1,5 1,6 1,8 1,7
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 2,0 2,0 2,2 1,9 2,0 1,6 1,8 1,5 1,6 1,3 1,5 1,1 1,2 1,3
8 2,2 1,9 2,4 2,2 2,2 1,7 1,6 1,6 1,7 1,7 1,3 1,5 1,2 1,4 1,4
= 9 2,2 2,4 2,4 2,5 2,4 1,7 1,8 1,6 1,7 1,7 1,4 1,4 1,5 1,4 1,4
é 10 2,2 2,2 2,6 2,3 1,9 1,9 1,6 1,7 1,8 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
o) 11 2,3 1,8 2,2 2,2 2,1 1,6 1,8 1,5 1,7 1,7 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
> 12 2,2 2,2 2,0 2,1 2,1 1,8 1,8 1,6 1,7 1,7 1,5 1,6 1,4 1,4 1,5
13 2,3 1,9 1,8 2,1 2,0 1,7 1,8 1,7 1,6 1,7 1,5 1,6 1,3 1,3 1,4
14 2,3 2,0 1,9 2,2 2,1 1,6 1,8 1,7 1,7 1,7 1,4 1,4 1,3 1,3 1,4
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Tab. 6.20: Ammoniak-Konzentrationen [mmol-I"] in V1-V4.
Kontrolle 3,38 mmol-d? FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag V1
A F | J X B E H K X C D G L X
7 12,5 115 13,1 111 12,1 11,8 10,3 12,1 12,0 11,6 11,3 9,8 11,8 12,4 11,3
8 12,4 11,5 11,8 11,9 11,9 11,9 10,2 11,6 11,1 11,2 10,1 12,0 11,8 115 11,3
- 9 12,5 11,5 13,0 13,5 12,6 13,0 10,2 13,2 13,3 12,4 12,8 12,0 13,3 12,2 12,6
% 10 12,4 13,0 11,6 12,4 12,4 11,6 13,7 12,6 12,9 12,7 11,9 11,5 11,7 11,7 11,7
) 11 10,6 11,8 11,2 11,9 11,4 114 11,9 11,7 12,6 11,9 11,7 99 11,3 11,3 11,1
> 12 10,5 12,0 12,2 13,2 12,0 11,7 11,8 11,3 10,6 114 11,1 11,0 11,4 9,9 10,8
13 10,5 11,1 12,6 12,4 11,7 10,2 11,9 11,2 12,9 11,6 10,3 111 12,4 12,1 115
14 11,2 11,1 11,9 12,3 11,6 11,4 11,4 11,9 12,3 11,8 11,2 115 12,0 11,8 11,6
Phase| Tag — Uz — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 12,7 12,7 14,2 11,6 12,8 12,4 13,3 12,8 12,4 12,7 10,7 12,1 14,2 125 12,4
8 13,7 13,0 14,0 12,2 13,2 11,2 12,9 12,8 13,5 12,6 12,9 115 14,1 11,8 12,6
- 9 143 13,8 139 14,2 14,1 12,6 12,6 13,6 12,5 12,8 12,3 12,4 13,8 12,8 12,8
% 10 13,8 14,1 13,3 14,0 13,8 12,0 12,9 13,3 12,7 12,7 13,1 12,5 13,1 13,1 13,0
o) 11 13,8 12,4 12,7 12,5 12,8 12,9 12,4 13,0 12,5 12,7 13,0 12,6 13,4 12,6 12,9
> 12 13,5 13,3 13,6 13,1 13,4 12,6 13,0 13,0 11,7 12,6 12,6 12,9 14,0 12,7 13,1
13 13,2 12,1 13,6 13,3 13,1 12,6 13,9 13,1 13,0 13,1 12,7 13,0 13,6 13,1 13,1
14 12,8 11,7 14,1 11,2 125 14,1 13,3 13,7 12,8 13,5 12,6 13,1 13,7 129 13,0
Phase| Tag — V3 — =
B E H K X A F | J X C D G L X
7 13,9 13,1 13,5 14,3 13,7 14,1 14,3 13,5 14,0 13,7 134 15,4 11,8 13,6
8 14,8 14,3 13,0 13,9 14,0 11,8 13,5 14,1 13,8 13,3 12,5 12,8 14,4 12,4 13,0
= 9 12,6 13,6 13,2 12,9 13,1 12,1 13,3 13,5 13,7 13,2 13,6 11,7 12,3 12,6 12,5
% 10 12,5 13,9 11,7 13,2 12,8 12,2 11,1 13,2 14,1 12,6 12,4 10,9 11,9 11,3 11,6
) 11 13,2 14,2 13,0 13,8 13,5 10,2 13,7 9,8 12,4 115 12,9 12,2 12,6 12,0 12,4
> 12 13,0 13,8 12,7 11,8 12,8 12,6 11,8 14,9 12,0 12,8 12,9 11,7 12,5 11,1 12,0
13 13,0 14,8 11,4 10,6 12,4 11,9 13,0 14,2 13,1 13,0 13,4 135 12,1 12,7 12,9
14 12,5 12,5 12,8 13,9 12,9 11,2 11,7 14,2 11,6 12,2 12,9 12,6 12,2 12,9 12,7
Phase| Tag — v3 — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 9,0 8,7 9,6 8,7 9,0 10,9 9,9 9,3 8,8 9,7 9,9 9,2 6,9 9,4 8,9
8 9,8 8,7 10,5 9,1 9,5 9,8 10,1 9,8 9,0 9,6 9,9 9,4 8,2 8,2 8,9
9 9,1 9,4 10,5 9,4 9,6 9,4 10,0 9,8 9,4 9,7 9,7 9,0 6,6 10,1 8,8
10 8,4 10,3 10,8 10,1 9,9 9,8 9,8 10,8 10,2 10,1 10,1 9,8 8,8 9,4 9,5
11 9,9 10,2 10,6 10,0 10,2 10,1 9,8 9,2 9,0 9,5 10,0 9,3 8,1 9,3 9,2
12 8,9 9,9 6,6 7,3 8,2 9,1 9,7 9,9 7,1 9,0 10,6 9,5 9,1 8,8 9,5
13 9,7 9,7 9,2 9,3 9,5 8,7 10,2 7,3 9,7 9,0 10,2 9,8 9,1 8,4 9,4
14 11,1 9,4 10,1 10,9 10,4 9,9 9,7 8,5 9,8 9,5 8,4 7,6 8,7 8,2 8,2
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Tab. 6.21: Gasproduktion [ml-d™] in V1-V4

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 | 476,0 | 402,3 | 464,0 | 4058 [ 437,0] 292,3 | 469,1 | 291,4 | 386,4 | 359,8 | 540,3 [ 440,9 | 2936 | 531,0 | 4515
8 | 4276 | 3749 | 4615 | 459,1 [ 430,7 | 418,0 | 294,1 | 406,9 | 419,3 | 384,6 | 390,2 [ 4759 | 397,8 | 408,8 | 418,2
= 9 | 368,4 | 463,0 | 462,3 | 492,9 | 446,7 | 3239 | 432,8 | 4749 | 419,2 | 412,7 | 463,7 | 510,7 | 575,2 | 408,4 | 489,5
E 10 | 418,0 | 517,8 | 419,9 | 416,9 | 443,1 ]| 403,7 | 457,1 | 483,5 | 439,0 | 445,8 | 460,3 | 344,0 | 473,6 | 4954 | 443,3
g 11 | 431,6 | 449,7 | 326,0 | 325,3 | 383,1 | 450,9 | 486,7 | 498,9 | 437,2 | 4684 | 4616 | 334,4 | 408,1 | 410,9 | 403,8
> 12 | 4804 | 486,5 | 474,8 | 393,1 | 458,7 | 450,9 | 455,8 | 458,9 | 274,6 | 410,1 | 557,0 | 471,9 | 420,0 | 376,9 | 456,5
13 | 451,7 | 533,2 | 459,5 | 371,4 | 453,9 | 520,6 | 443,5 | 510,1 | 442,7 | 479,2 | 448,7 | 495,7 | 551,4 | 377,0 | 468,2
14 | 398,8 | 320,7 | 440,1 | 3575 | 379,3 | 373,7 | 372,0 | 446,8 | 460,0 | 413,1 | 437,2 | 4175 | 626,9 | 383,6 | 466,3
Phase| Tag — Uz — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 | 3279 | 2442 | 327,2 | 3518 [ 312,8 | 3019 | 331,3 | 341,1 | 383,3 | 339,4 | 403,8 | 406,3 | 383,1 | 428,3 | 405,4
8 | 389,5 | 385,7 | 466,1 | 373,8 | 403,8 | 350,3 [ 340,7 | 397,3 | 465,8 | 3885 | 342,6 | 4756 | 342,6 | 472,1 | 408,2
= 9 | 4428 | 3838 | 484,5| 4943 | 451,4 | 319,5 [ 4052 | 494,2 | 4195 | 409,6 | 409,3 [ 4359 | 338,1 | 403,7 | 396,7
§ 10 | 352,2 | 4216 | 301,1 | 3734 | 362,1 ] 286,9 | 386,9 | 333,2 | 372,8 | 344,9 | 332,5 | 355,5 | 384,3 | 383,3 | 363,9
5 11 | 4115 | 341,7 | 399,6 | 346,1 | 374,7 | 295,0 | 319,8 | 380,5 | 307,7 | 325,8 | 344,7 | 396,3 | 370,1 | 420,1 | 382,8
> 12 | 401,2 | 404,1 | 405,8 | 335,7 | 386,7 | 313,9 | 434,8 | 384,1 | 3353 | 367,0 | 332,7 | 455,8 | 387,3 | 365,5 | 385,3
13 | 380,6 | 289,2 | 360,4 | 353,2 | 3458 ] 3194 | 4815 | 451,8 | 3484 | 400,3 | 3569 | 422,8 | 403,6 | 370,9 | 388,55
14 | 356,2 | 271,7 | 429,4 | 374,0 [ 357,9 ] 366,1 | 486,4 | 425,6 | 334,4 | 403,1 ] 378,6 | 418,6 | 3659 | 373,6 | 384,2
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 | 291,3 | 175,7 | 274,9 | 313,2 [ 263,8 | 258,0 | 296,2 | 280,4 | 251,6 | 271,6 | 229,7 | 297,7 | 3485 | 260,8 | 284,2
8 | 279,4 | 320,7 | 270,1 | 271,1 [ 285,3 | 222,4 | 295,0 | 287,6 | 332,1 | 284,3 | 280,4 | 235,6 | 293,1 | 257,7 | 266,7
= 9 | 201,7 | 269,5 | 259,3 | 352,0 [ 270,6 | 280,4 | 370,6 | 293,2 | 247,7 | 298,0 | 292,3 [ 272,9 | 305,8 | 333,0 | 301,0
§ 10 | 285,1 | 252,9 | 289,9 | 262,3 | 272,6 | 219,2 | 373,8 | 310,3 | 311,7 | 303,7 | 251,7 | 287,8 | 292,6 | 251,4 | 270,9
3] 11 | 268,8 | 269,8 [ 322,7 | 2654 | 281,7 | 271,4 | 2895 | 2748 | 298,2 | 2834 | 2656 | 272,4 | 299,6 | 257,9 | 273,9
> 12 | 290,0 | 336,3 | 271,0 | 240,6 | 284,4 | 221,4 | 260,6 | 360,1 | 3414 | 295,8 | 296,1 | 370,7 | 280,4 | 335,6 | 320,7
13 | 249,5 | 3450 | 274,6 | 233,0 | 275,5 ] 224,8 | 268,0 | 289,1 | 314,2 | 274,0 | 296,0 | 330,7 | 311,5 | 288,3 | 306,6
14 | 277,0 | 314,3 | 364,0 | 283,4 | 309,7 | 202,3 | 320,5 | 348,4 | 301,7 | 293,2 | 271,0 | 327,6 | 305,6 | 300,5 | 301,2
Phase| Tag — va — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 | 383,8 | 499,3 | 373,6 | 392,8 [ 412,4 | 454,3 | 384,6 | 322,5 | 4655 | 406,7 | 397,0 | 413,9 | 461,0 | 322,2 | 398,5
8 | 399,4 | 423,8 | 315,3 | 318,2 | 364,2 | 458,8 | 421,6 | 526,0 | 365,1 | 442,9 | 4758 [ 369,5 | 4353 | 312,9 | 398,4
= 9 | 352,6 | 315,0 | 302,6 | 247,3 [ 3044 ]| 4736 | 339,9 | 413,6 | 3155 | 3856 | 391,1 [ 3416 | 390,1 | 353,1 | 368,9
§ 10 | 384,0 [ 3795 [ 354,7 | 2909 | 352,3 ] 356,4 | 202,7 | 380,9 [ 300,2 | 310,0 | 409,7 | 325,7 | 432,0 | 282,2 | 362,4
o 11 | 2758 | 423,1 [ 371,3 | 296,1 | 341,6 | 443,2 | 403,8 | 3654 | 266,6 | 369,7 | 429,3 | 378,4 | 306,9 | 237,2 | 337,9
> 12 | 227,8 | 332,0 [ 276,4 | 360,6 | 299,2 | 460,2 | 365,0 | 351,4 [ 3156 | 373,0] 3585 | 357,2 | 333,6 | 299,6 | 337,2
13 | 243,1 | 4151 | 368,6 | 3419 | 342,2 ] 3729 | 3441 | 3853 | 4133 [ 3789 ] 363,8 | 320,6 | 465,0 | 341,2 | 372,6
14 | 443,6 | 348,7 | 421,4 | 308,8 | 380,6 | 437,2 | 346,1 | 359,4 | 264,7 | 351,8 | 3553 | 434,4 | 423,0 | 333,1 | 386,4
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Tab. 6.22: CH,-Produktion [ml-d™] in V1-V4

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1179 | 109,8 | 1220 | 11655 | 116,6 74,9 1245 77,3 109,8 96,6 1224 | 101,6 65,7 130,7 | 105,1
8 110,9 | 102,2 | 123,3 | 132,2 | 117,1 | 106,9 | 81,9 105,0 | 116,5 [ 1026 ] 93,5 113,7 | 96,3 103,5 | 101,8
= 9 102,6 | 129,4 | 127,3 | 152,3 | 1279 | 83,3 1184 | 124,2 | 1185 | 111,1 | 1169 | 1275 | 1440 | 1128 | 1253
% 10 | 111,12 | 138,9 | 114,0 | 125,0 | 122,3 | 104,9 | 1259 | 127,3 | 122,6 | 120,2 | 1151 | 855 122,2 | 1294 | 113,1
o 11 ] 117,7 | 130,8 | 89,2 1055 | 110,8 | 117,7 | 136,2 | 132,7 | 123,2 | 127,4 | 120,2 | 86,3 108,4 | 105,6 | 105,1
> 12 | 127,2 | 1410 | 126,4 | 120,12 | 128,7 | 118,0 | 130,3 | 1214 | 82,3 113,0 ] 1449 | 121,7 | 109,2 [ 96,5 118,1
13 ] 1242 | 1473 | 1275 | 111,7 | 127,7 | 136,2 | 1255 | 129,3 | 122,0 | 128,2 ] 118,2 | 120,0 | 1331 | 938 116,3
14 ] 106,3 | 89,1 120,8 | 109,0 | 106,3 | 100,1 | 101,8 | 1206 | 1253 | 1119 | 1113 | 101,2 | 1528 [ 98,0 115,8
Phase| Tag — Uz — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 99,4 71,3 99,7 1132 [ 95,9 80,9 97,8 93,1 120,7 | 98,1 98,6 104,3 | 92,2 117,3 | 103,1
8 116,2 | 117,8 | 142,0 | 120,0 | 124,0 | 100,0 | 102,5 | 109,6 | 142,5 | 113,7 | 91,7 130,0 | 95,2 130,4 | 1118
= 9 133,8 | 117,2 | 151,7 | 158,6 | 140,3 | 90,3 117,2 | 140,0 | 132,7 | 1200 | 113,1 | 117,3 | 103,8 | 113,7 | 112,0
§ 10 | 104,7 | 120,2 | 97,6 106,1 [ 107,1 | 79,3 112,55 [ 99,8 110,3 | 100,5 | 84,7 1009 | 87,5 106,7 | 94,9
3] 11 ] 1153 | 102,0 | 120,6 | 1148 | 1132 ]| 848 93,9 1079 | 925 94,8 87,7 108,3 | 99,4 | 1015 [ 99,2
> 12 ] 1135 ] 1173 | 121,8 | 100,6 | 113,3 ] 83,0 122,1 | 1104 [ 953 102,7 ] 845 119,1 | 97,3 97,6 99,6
13 ] 1040 | 836 109,2 | 108,9 | 1014 | 86,3 133,1 | 109,7 [ 954 106,1 ] 89,0 1139 | 1115 | 97,7 103,0
14 ] 104,2 | 84,7 129,5 | 115,1 | 1084 | 98,3 139,5 | 114,9 [ 98,0 112,7 ] 96,9 116,4 | 103,0 | 94,2 102,6
Phase| Tag — U — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 89,7 56,8 88,2 98,1 83,2 71,5 90,8 80,8 74,7 79,4 56,8 85,1 96,4 73,7 78,0
8 85,9 1049 | 884 87,6 91,7 66,8 90,0 83,5 95,3 83,9 76,6 67,3 85,5 73,8 75,8
= 9 67,2 92,2 84,7 109,1 [ 883 83,2 1104 | 85,6 76,9 89,0 81,1 70,0 87,2 92,3 82,7
% 10 ] 916 86,7 93,6 85,1 89,2 66,8 1130 [ 96,9 88,8 91,4 74,2 87,2 83,2 72,2 79,2
5] 11 84,3 884 [ 1013 | 86,8 90,2 77,6 89,1 93,7 88,0 87,1 78,8 78,9 84,8 74,3 79,2
= 12 92,2 1035 [ 89,9 81,1 91,7 66,2 83,3 126,8 | 100,1 [ 941 89,6 1118 | 825 96,5 95,1
13 77,7 1158 [ 95,2 78,8 91,9 67,2 85,7 88,9 94,4 84,0 85,7 105,3 | 90,9 84,4 91,6
14 ] 89,6 114,55 | 120,4 [ 90,0 103,6 | 60,3 98,5 1106 | 92,4 90,5 81,2 107,9 | 88,0 89,7 91,7
Phase| Tag — R — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 101,3 | 1334 | 96,1 111,1 [ 1105 | 1005 [ 925 77,4 1210 | 97,9 89,0 89,0 94,4 69,6 85,5
8 1005 | 112,3 | 833 82,7 94,7 99,0 96,7 1243 | 935 1034 ] 1021 [ 79,2 92,0 67,2 85,1
= 9 88,0 81,4 76,4 67,5 78,3 104,1 | 814 94,6 76,1 89,1 78,7 70,8 81,7 70,9 75,5
% 10 ] 96,6 95,6 88,8 75,6 89,2 85,7 59,4 84,6 70,0 74,9 83,8 70,2 86,1 60,4 75,1
o 11 72,2 1106 [ 97,3 76,0 89,0 97,3 1000 | 87,1 63,7 87,0 90,0 81,3 66,0 51,8 72,3
> 12 60,3 90,9 76,5 97,0 81,2 103,1 [ 87,5 85,8 78,1 88,6 79,0 79,1 70,7 66,1 73,7
13 63,2 104,3 [ 99,5 94,7 90,4 89,9 80,6 92,2 100,4 [ 90,8 80,7 75,8 99,3 74,7 82,6
14 | 110,7 | 89,7 111,4 | 86,7 99,6 107,1 | 84,9 87,8 66,6 86,6 83,3 102,1 | 92,2 75,0 88,1
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Tab. 6.23: CO,-Produktion [ml-d"] in V1-V4.

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 | 358,0 | 2925 | 342,0 | 289,2 | 3205 ] 217,4 | 3446 | 214,1 | 276,6 | 263,2 | 417,9 | 339,3 | 227,9 | 400,3 | 346,4
8 316,8 | 272,6 | 338,2 | 326,9 | 3136 | 311,1 | 212,2 | 301,9 | 302,8 | 282,0 | 296,7 | 362,2 | 3015 | 305,3 | 3164
= 9 265,8 | 333,6 | 3350 | 340,6 | 318,8 | 240,5 | 314,3 [ 350,7 [ 300,7 | 301,6 | 346,8 [ 383,3 [ 431,1 [ 2955 | 364,2
§ 10 | 306,9 | 378,9 | 3058 | 2919 | 320,9 | 298,8 | 331,2 | 356,2 | 316,4 | 325,7 ]| 3451 | 25855 | 3514 | 3659 | 330,2
o 11 | 313,9 | 318,9 | 236,7 | 219,8 | 272,3 | 333,2 | 350,6 | 366,2 | 314,1 | 3410 ] 3415 | 248,1 | 299,7 | 3054 | 298,6
= 12 | 353,2 | 3455 | 3484 | 273,0 | 330,0 | 333,0 | 3256 | 3375 | 1923 | 297,1 ] 412,12 | 350,2 | 310,8 | 280,5 | 3384
13 ] 3275 ] 3859 | 332,1 | 259,7 | 326,3 | 384,4 | 318,0 | 380,8 | 320,7 | 351,0 ] 3305 | 3756 | 4183 | 2833 | 3519
14 | 292,5 | 231,7 | 319,3 | 248,5 [ 273,0 | 273,7 | 270,2 | 326,2 | 334,7 | 301,2 | 325,9 | 316,3 | 474,1 | 285,6 | 350,5
Phase| Tag — e — —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 228,55 | 173,0 | 227,5 | 238,6 | 216,9 | 220,9 | 2335 [ 248,0 | 2626 | 241,2 | 305,1 [ 302,0 [ 2909 [ 311,0 | 302,3
8 273,4 | 267,9 | 324,2 | 253,8 | 279,8 | 250,3 | 238,2 | 287,7 | 323,3 | 2749 | 251,0 | 3456 | 2474 | 341,7 | 2964
= 9 309,0 | 266,6 | 332,8 | 335,7 | 311,0 | 229,2 | 288,0 | 354,2 | 286,9 | 289,6 | 296,2 [ 318,6 [ 234,3 [ 290,0 | 284,8
é 10 | 2475 | 301,4 | 203,6 | 267,3 | 2549 | 2076 | 2744 | 2334 | 2625 | 2445 247,7 | 254,7 | 296,9 | 276,6 | 269,0
) 11 | 296,2 | 239,8 | 279,0 | 231,4 | 261,6 | 210,2 | 2259 | 272,7 | 2152 | 231,0 | 257,1 | 288,0 | 270,7 | 318,6 | 283,6
> 12 | 287,7 | 286,83 | 284,1 | 235,1 | 273,4 | 230,9 | 3126 | 273,8 | 240,0 | 264,3 | 248,2 | 336,7 | 290,0 | 267,9 | 285,7
13 | 276,6 | 205,7 | 251,2 | 2443 [ 244,4 | 233,1 | 348,3 | 342,2 | 253,0 | 294,2 | 267,9 | 308,9 | 292,1 | 273,3 | 2855
14 | 252,1 | 187,1 | 300,0 | 258,9 [ 2495 | 267,8 | 346,9 | 310,6 | 236,4 | 290,4 | 281,7 | 302,2 | 263,0 | 279,4 | 281,6
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 2016 | 118,8 | 186,7 | 215,1 | 180,6 | 186,5 | 2054 | 199,7 [ 176,9 | 192,1 | 1729 [ 2126 | 252,2 | 187,1 | 206,2
8 193,5 | 2158 | 181,7 | 183,5 | 193,6 | 155,6 | 205,0 | 204,1 [ 236,8 | 200,4 | 203,8 [ 1684 [ 207,7 [ 1839 | 190,9
= 9 1345 | 177,2 | 1746 | 242,9 | 182,3 | 197,2 | 260,2 | 207,6 | 170,8 | 208,9 | 211,1 | 202,9 | 218,6 | 240,8 | 218,3
% 10 | 1935 | 166,2 | 196,3 | 177,3 [ 183,3 | 1524 | 260,7 | 2134 | 2230 | 2124 | 1775 | 200,6 | 209,4 | 179,3 | 191,7
) 11 ] 1845 | 1815 | 221,4 | 178,7 | 1915 | 193,8 | 200,3 | 181,1 | 210,2 | 196,3 | 186,9 | 193,5 | 2149 | 183,6 | 194,7
> 12 ] 197,8 | 232,8 | 181,1 | 159,4 | 192,8 | 1552 | 177,2 | 233,3 | 241,2 | 201,7 | 206,4 | 258,9 | 197,9 | 239,2 | 225,6
13 ] 1719 | 229,2 | 179,5 | 154,2 | 183,7 | 157,7 | 182,2 | 200,2 | 219,8 | 190,0 | 210,3 | 225,5 | 220,6 | 203,9 | 215,1
14 | 187,4 | 199,8 | 243,6 | 193,4 | 206,1 | 142,0 | 222,0 | 237,7 | 209,3 | 202,7 | 189,8 | 219,7 | 217,5 | 210,8 | 209,4
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 282,5 | 3659 | 277,6 | 281,7 | 301,9 | 353,7 | 292,1 | 245,1 | 344,55 | 308,9 | 308,0 | 3249 | 366,6 | 252,6 | 313,0
8 | 298,9 | 3115 | 232,1 | 2355 | 269,5 | 359,8 [ 3249 | 4016 | 2716 | 339,5 | 373,8 [ 290,2 | 343,3 | 2458 | 313,33
= 9 264,6 | 2336 | 226,2 | 179,8 | 226,1 | 369,6 | 258,5 | 319,0 | 2394 | 296,6 | 312,4 | 270,8 | 308,4 | 282,1 | 2934
é 10 | 287,4 | 283,9 | 265,9 | 215,3 | 263,1 | 270,7 | 143,2 | 296,3 | 230,2 | 235,1 | 325,9 | 255,5 | 346,0 | 221,8 | 287,3
o) 11 ] 203,6 | 3125 | 274,1 | 220,0 | 252,5 | 345,9 | 303,8 | 278,3 | 203,0 | 282,7 | 339,4 | 297,1 | 240,8 | 1854 | 265,7
> 12 ] 1675 | 241,1 | 199,9 | 263,5 | 218,0 | 357,2 | 277,4 | 265,6 | 237,4 | 284,4 | 2795 | 278,1 | 262,9 | 233,5 | 263,5
13 ] 179,9 | 310,8 | 269,0 | 247,2 | 251,7 | 283,0 | 263,4 | 293,1 | 312,9 | 288,1 | 283,1 | 244,7 | 365,7 | 266,5 | 290,0
14 ] 3329 | 258,9 | 309,9 | 222,1 | 281,0 | 330,1 | 261,2 | 271,7 | 198,1 | 265,3 | 272,0 | 332,3 | 330,8 | 258,1 | 298,3
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Tab. 6.24: CH,-Anteil [%] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 24,8 27,3 26,3 28,7 26,8 25,6 26,5 26,5 28,4 26,8 22,7 23,1 224 24,6 23,2
8 25,9 27,3 26,7 28,8 27,2 25,6 27,9 25,8 27,8 26,8 24,0 23,9 24,2 25,3 24,3
= 9 27,9 27,9 27,5 30,9 28,6 25,7 27,4 26,2 28,3 26,9 25,2 25,0 25,0 27,6 25,7
% 10 26,6 26,8 27,2 30,0 27,6 26,0 27,5 26,3 27,9 26,9 25,0 24,9 25,8 26,1 25,5
5] 11 27,3 29,1 27,4 32,4 29,0 26,1 28,0 26,6 28,2 27,2 26,0 25,8 26,6 25,7 26,0
> 12 26,5 29,0 26,6 30,6 28,2 26,2 28,6 26,5 30,0 27,8 26,0 25,8 26,0 25,6 25,9
13 27,5 27,6 27,7 30,1 28,2 26,2 28,3 25,4 27,6 26,8 26,3 24,2 24,1 24,9 24,9
14 26,7 27,8 27,5 30,5 28,1 26,8 27,4 27,0 27,2 27,1 25,5 24,3 24,4 25,5 24,9
Phase| Tag — e - —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 30,3 29,2 30,5 32,2 30,5 26,8 29,5 27,3 315 28,8 244 25,7 24,1 27,4 25,4
o 8 29,8 30,5 30,5 32,1 30,7 28,6 30,1 27,6 30,6 29,2 26,8 27,3 27,8 27,6 27,4
S 9 30,2 30,5 31,3 32,1 31,0 28,3 28,9 28,3 31,6 29,3 27,6 26,9 30,7 28,2 28,4
§ 10 29,7 28,5 32,4 28,4 29,8 27,6 29,1 30,0 29,6 29,1 25,5 28,4 22,8 27,8 26,1
S 11 28,0 29,8 30,2 33,2 30,3 28,8 29,4 28,4 30,1 29,1 25,4 27,3 26,9 24,2 25,9
g 12 28,3 29,0 30,0 30,0 29,3 26,5 28,1 28,7 28,4 27,9 25,4 26,1 25,1 26,7 25,8
> 13 27,3 28,9 30,3 30,8 29,3 27,0 27,7 24,3 27,4 26,6 25,0 27,0 27,6 26,3 26,5
14 29,2 31,2 30,2 30,8 30,3 26,9 28,7 27,0 29,3 28,0 25,6 27,8 28,1 25,2 26,7
Phase| Tag — e — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 30,8 32,4 32,1 31,3 31,6 27,7 30,6 28,8 29,7 29,2 24,7 28,6 27,7 28,3 27,3
8 30,8 32,7 32,7 32,3 32,1 30,0 30,5 29,0 28,7 29,6 27,3 28,6 29,2 28,6 28,4
= 9 33,3 34,2 32,7 31,0 32,8 29,7 29,8 29,2 31,0 29,9 27,8 25,7 28,5 27,7 27,4
% 10 32,1 34,3 32,3 32,4 32,8 30,5 30,2 31,2 28,5 30,1 29,5 30,3 28,4 28,7 29,2
o) 11| 314 32,8 314 32,7 32,0 28,6 30,8 34,1 29,5 30,7 29,7 29,0 28,3 28,8 28,9
> 12| 318 30,8 33,2 33,7 324 29,9 32,0 35,2 29,3 31,6 30,3 30,2 29,4 28,7 29,6
13 31,1 33,6 34,7 33,8 33,3 29,9 32,0 30,7 30,1 30,7 29,0 31,8 29,2 29,3 29,8
14 32,3 36,4 33,1 31,8 33,4 29,8 30,7 31,8 30,6 30,7 30,0 329 28,8 29,8 30,4
Phase| Tag — e — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 26,4 26,7 25,7 28,3 26,8 22,1 24,1 24,0 26,0 24,0 22,4 215 20,5 21,6 21,5
8 25,2 26,5 26,4 26,0 26,0 21,6 23,0 23,6 25,6 23,4 21,5 21,5 21,1 21,5 21,4
= 9 24,9 25,9 25,3 27,3 25,8 22,0 24,0 22,9 24,1 23,2 20,1 20,7 21,0 20,1 20,5
§ 10 25,2 25,2 25,0 26,0 25,4 24,0 29,3 22,2 23,3 24,7 20,5 21,6 19,9 21,4 20,8
) 11 26,2 26,1 26,2 25,7 26,0 22,0 248 239 23,9 23,6 21,0 215 21,5 219 214
> 12 26,5 274 27,7 26,9 27,1 224 24,0 244 24,8 239 22,0 22,2 21,2 22,1 21,9
13 26,0 25,1 27,0 27,7 26,5 24,1 23,4 239 24,3 239 22,2 23,7 214 219 22,3
14 25,0 25,7 26,5 28,1 26,3 245 245 244 25,2 24,7 234 235 21,8 225 22,8
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Tab. 6.25: CO,-Anteil [%] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 75,2 72,7 73,7 71,3 73,2 74,4 73,5 73,5 71,6 73,2 77,4 77,0 77,6 75,4 76,8
8 74,1 72,7 73,3 71,2 72,8 74,4 72,2 74,2 72,2 73,3 76,0 76,1 75,8 74,7 75,7
= 9 72,1 72,1 72,5 69,1 714 74,3 72,6 73,9 71,7 73,1 74,8 75,0 75,0 72,4 74,3
§ 10 ] 734 73,2 72,8 70,0 72,4 74,0 72,5 73,7 72,1 73,1 75,0 75,1 74,2 73,9 74,5
o 11 72,7 70,9 72,6 67,6 71,0 73,9 72,0 73,4 71,8 72,8 74,0 74,2 73,4 74,3 74,0
= 12 73,5 71,0 73,4 69,5 71,8 73,8 71,4 73,5 70,0 72,2 74,0 74,2 74,0 74,4 74,2
13 72,5 724 72,3 69,9 71,8 73,8 71,7 74,7 724 73,2 73,7 75,8 75,9 75,1 75,1
14 73,4 72,2 72,6 69,5 71,9 73,2 72,6 73,0 72,8 72,9 74,5 75,8 75,6 74,5 75,1
Phase| Tag — e - _—
C D G L X B E H K X A F | J X
7 69,7 70,8 69,5 67,8 69,5 73,2 70,5 72,7 68,5 71,2 75,6 74,3 75,9 72,6 74,6
8 70,2 69,5 69,5 67,9 69,3 71,5 69,9 72,4 69,4 70,8 73,2 72,7 72,2 72,4 72,6
= 9 69,8 69,5 68,7 67,9 69,0 71,7 71,1 71,7 68,4 70,7 72,4 73,1 69,3 71,8 71,6
é 10 ] 70,3 71,5 67,6 71,6 70,2 72,4 70,9 70,1 70,4 70,9 74,5 71,6 77,3 72,2 73,9
) 11 72,0 70,2 69,8 66,9 69,7 71,3 70,6 71,7 70,0 70,9 74,6 72,7 73,1 75,8 74,1
> 12 71,7 71,0 70,0 70,0 70,7 73,6 71,9 71,3 71,6 72,1 74,6 73,9 74,9 73,3 74,2
13 72,7 71,1 69,7 69,2 70,7 73,0 72,4 75,7 72,6 73,4 75,1 73,1 72,4 73,7 73,5
14 70,8 68,8 69,9 69,2 69,7 73,1 71,3 73,0 70,7 72,0 74,4 72,2 71,9 74,8 73,3
Phase| Tag — i — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 69,2 67,7 67,9 68,7 68,4 72,3 69,4 71,2 70,3 70,8 75,3 714 724 71,7 72,7
8 69,2 67,3 67,3 67,7 67,9 70,0 69,5 71,0 71,3 70,4 72,7 71,4 70,8 714 71,6
= 9 66,7 65,8 67,3 69,0 67,2 70,3 70,2 70,8 69,0 70,1 72,2 74,3 71,5 72,3 72,6
% 10 | 67,9 65,7 67,7 67,6 67,2 69,5 69,8 68,8 71,5 69,9 70,5 69,7 71,6 71,3 70,8
) 11 68,6 67,3 68,6 67,3 68,0 71,4 69,2 65,9 70,5 69,3 70,3 71,0 71,7 71,2 71,1
> 12 | 68,2 69,2 66,8 66,3 67,6 70,1 68,0 64,8 70,7 68,4 69,7 69,8 70,6 71,3 70,4
13 68,9 66,4 65,4 66,2 66,7 70,1 68,0 69,3 70,0 69,3 71,1 68,2 70,8 70,7 70,2
14 | 67,7 63,6 66,9 68,3 66,6 70,2 69,3 68,2 69,4 69,3 70,0 67,1 71,2 70,2 69,6
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 73,6 73,3 74,3 71,7 73,2 77,9 75,9 76,0 74,0 76,0 77,6 78,5 79,5 78,4 78,5
8 74,8 73,5 73,6 74,0 74,0 78,4 77,1 76,4 74,4 76,6 78,6 78,6 78,9 78,5 78,6
= 9 75,1 74,2 74,8 72,7 74,2 78,0 76,0 77,1 75,9 76,8 79,9 79,3 79,1 79,9 79,5
é 10 74,8 74,8 75,0 74,0 74,7 76,0 70,7 77,8 76,7 75,3 79,5 78,5 80,1 78,6 79,2
) 11 73,8 73,9 73,8 74,3 74,0 78,1 75,2 76,2 76,1 76,4 79,1 78,5 78,5 78,2 78,6
> 12 735 72,6 72,3 73,1 72,9 77,6 76,0 75,6 75,2 76,1 78,0 77,9 78,8 779 78,1
13 74,0 74,9 73,0 72,3 73,5 75,9 76,6 76,1 75,7 76,1 77,8 76,4 78,7 78,1 77,7
14 ] 751 74,3 73,6 71,9 73,7 75,5 75,5 75,6 74,8 75,4 76,6 76,5 78,2 77,5 77,2
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Tab. 6.26: Luftdruck [hPa] in V1-V4.

Kontrolle 3,38 mmol-d™* FS 6,76 mmol-d* FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013
8 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013 | 1013 [ 1013
= 9 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013 | 1013 [ 1013
% 10 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
5] 11 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
> 12 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
13 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
14 | 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013
Phase| Tag — e - —
C D G L X B E H K X A F | J X
7 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013 | 1013 [ 1013
8 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013 | 1013 [ 1013
= 9 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 [ 1013 | 1013 [ 1013
% 10 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 ] 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
) 11 | 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013
> 12 | 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013
13 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013 | 1013
14 | 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013 1013
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991 991
8 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003 | 1003
= 9 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970 970
% 10 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975 975
5 11 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985 985
> 12 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020 | 1020
13 ] 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029 | 1029
14 ] 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030 J 1030 | 1030 | 1030 | 1030 | 1030
Phase| Tag — N, — —
A F | J X B E H K X C D G L X
7 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037 1037
8 | 1028 | 1028 | 1028 | 1028 | 1028 | 1028 [ 1028 | 1028 | 1028 | 1028 | 1028 [ 1028 | 1028 | 1028 | 1028
= 9 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 | 1010 [ 1010
§ 10 | 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017
) 11 | 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016 1016
> 12 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024
13 ] 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026 | 1026
14 ] 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032 | 1032
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Tab. 6.27: Temperatur [°C] in V1-V4.,

Kontrolle | 3,38 mmol-d™ FS 6,76 mmol-d” FS
Phase| Tag Vi
A F | J X B E H K X C D G L X
7 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
8 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
= 9 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
§ 10 ] 210 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
o 11 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
= 12 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
13 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
14 | 21,0 | 210 | 21,0 | 21,0 | 21,0 | 21,0 | 21,0 [ 21,0 [ 210 [ 210 | 21,0 | 21,0 [ 21,0 | 21,0 [ 21,0
Phase| Tag — e - _—
C D G L X B E H K X A F | J X
7 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
8 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
= 9 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
é 10 ] 210 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0
5 11 | 210 [ 210 | 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210
> 12 | 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210
13| 210 [ 210 | 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210 | 210 | 210 [ 210 [ 210 [ 210
14 | 21,0 | 210 | 210 | 210 [ 210 | 21,0 | 210 [ 21,0 [ 210 [ 210 | 21,0 | 21,0 [ 21,0 | 21,0 [ 21,0
Phase| Tag — v3 — —
B E H K X A F | J X C D G L X
7 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
8 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240
= 9 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
% 10 | 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
) 11 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
> 12 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
13 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
14 ] 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
Phase| Tag — N, — —
A F I J X B E H K X C D G L X
7 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
8 | 170 | 170 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 170 | 170 | 170 | 170
- 9| 170 | 170 | 270 | 270 | 270 | 270 | 270 | 170 | 270 | 270 | 270 | 170 | 170 | 170 | 170
§ 10| 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175
o) 11 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
> 12 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
13 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
14 ] 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
Tab. 6.28: Mikrobielle Proteinsynthese [mg-d'l] inV1-4,
Kontrolle 3,38 mmol-d* FS 6,76 mmol-d* FS
Protein Vi1
A F | J X B E K H X C D G L X
LAM 818,3 | 8145 | 7049 | 7218 | 7649 ) 7820 | 7931 | 734,7 | 776,7 | 7716 | 7599 | 744,7 [ 781,9 | 8035 | 7725
SAM 139,1 | 129,0 | 1251 | 122,0 | 128,8 | 147,2 | 159,3 | 1159 | 116,4 | 134,7 | 151,0 | 138,6 | 107,0 | 1153 | 128,0
Gesamt | 957,4 | 943,4 | 830,0 | 843,8 | 893,7 | 929,2 | 952,4 | 850,6 | 893,0 | 906,3 | 910,9 | 883,4 | 888,9 | 918,8 | 900,5
V2
C D G L X B E H K X A F | J X
LAM 583,6 | 6416 | 598,4 | 637,5 | 6153 ] 576,1 | 597,7 | 580,2 | 597,2 | 587,8 | 6154 | 587,7 | 551,6 | 618,1 | 593,2
SAM 156,8 | 1399 | 1329 | 1519 | 1454 | 141,7 | 144,7 | 169,2 | 169,1 | 156,2 | 128,9 | 166,8 | 138,3 | 169,8 | 150,9
Gesamt | 740,4 | 7815 [ 731,3 | 789,4 | 760,6 | 717,8 | 742,4 | 7495 | 766,3 | 744,0 | 744,3 | 7545 | 690,0 | 787,9 | 7442
V3
B E H K X A F | J X C D G L X
LAM 532,9 | 506,0 | 520,6 | 436,7 | 499,0 ] 628,1 | 587,8 | 470,1 | 5239 | 552,5 | 578,0 | 584,8 [ 582,9 | 5684 | 578,5
SAM 133,7 | 118,1 | 1225 | 1519 | 1315 | 1349 | 1279 | 136,5 | 1359 | 1338 | 146,6 | 1334 | 1524 | 150,3 | 1457
Gesamt | 666,6 | 624,1 | 643,1 | 588,5 | 630,6 | 763,0 | 715,7 | 606,6 | 659,8 | 686,3 | 724,6 | 718,3 | 735,3 | 718,6 | 724,2
V4
A F | J X B E K H X C D G L X
LAM 2929 | 305,7 | 317,9 | 304,9 | 305,3 ] 290,1 | 255,3 | 348,9 | 334,4 | 307,2 | 314,7 | 312,7 | 409,1 | 2949 | 332,9
SAM 148,0 | 1554 | 1355 | 1504 | 1473 | 148,1 | 138,2 | 173,5 | 1519 | 1529 | 133,0 | 158,2 | 150,6 | 156,9 | 149,7
Gesamt | 440,9 | 461,1 | 4534 | 455,3 | 452,7 | 438,1 | 393,5 | 5224 | 486,3 | 460,1 | 447,8 | 470,9 | 559,7 | 451,8 | 4825
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Tab. 6.29: Effizienzen der mikrobiellen Proteinsynthese [g Protein-(kg abgebauter 0S)™] in V1-4.

Kontrolle | 3,38 mmol-d?* FS | 6,76 mmol-d* FS
V1
A F | J X B E K H X C D G L X
174,57| 165,08 153,34| 160,45| 163,4 | 162,39| 177,79| 161,29| 165,15| 166,7 | 158,64 163,45| 160,43| 164,15| 161,7
V2
c D G L X B E H K X A F | J X
132,27| 141,09 127,87| 142,76| 136,0 | 138,02| 143,17 137,3] 141,16| 139,9 | 138,51| 142,89( 129,21| 140,1| 137,7
V3
B E H K X A F | J X C D G L X
122,85( 120,45( 129,12 113,76 121,5 | 142,62 134,9( 121,56| 131,19| 132,6 | 137,83 142,29 139,56| 143,04| 140,7
V3
A F I J X B E K H X C D G L X
79,72| 82,48| 79,80| 84,76 81,7 75,14| 71,89 90,96| 86,59 81,1 75,39| 85,84| 96,47| 86,18 86,0

Tab. 6.30: Verdaulichkeiten [%] der organischen Substanz (OS), des Rohproteins (XP), der sauren
ADF) und neutralen Detergenzienfasern (NDF) in V1-4.

] Kontrolle | 3,38 mmol-d* FS | 6,76 mmol-d* FS
Rohnéhr-
stoff vl
A F | J X B E K H X C D G L X
oS 60,8 63,4 60,0 58,3 60,6 63,4 59,4 58,5 59,9 60,3 63,7 59,9 61,4 62,1 61,8
XP 73,0 74,7 73,8 714 73,2 74,5 72,6 71,7 73,3 73,0 74,6 71,2 73,2 75,8 73,7

NDF 38,6 42,0 35,7 34,8 37,8 43,1 36,2 32,9 355 36,9 43,1 37,2 39,5 40,0 40,0

ADF 34,2 35,5 29,4 28,5 31,9 39,2 30,4 26,0 29,7 31,3 38,1 31,9 33,1 33,8 34,2

V2
C D G L X B E H K X A F | J X
0os 62,1 61,4 63,4 61,3 62,1 57,7 57,5 60,5 60,2 59,0 59,6 58,6 59,2 62,4 60,0
XP 74,5 74,4 74,3 73,8 74,3 70,5 70,3 734 72,9 71,8 72,1 71,6 72,3 75,3 72,8

NDF 41,4 41,1 44,3 40,0 41,7 34,6 34,6 38,7 37,6 36,4 38,9 37,7 37,2 40,8 38,7

ADF 36,4 34,6 39,3 35,3 36,4 31,0 29,0 34,6 33,2 32,0 32,7 33,3 33,6 36,6 34,1

V3

os 60,2 57,5 55,3 57,4 57,6 59,3 58,9 55,3 55,8 57,3 58,3 56,0 58,4 55,7 57,1

XP 71,7 68,7 66,3 68,5 68,8 70,4 70,9 68,0 68,5 69,5 70,3 68,3 70,6 66,8 69,0

NDF 40,7 36,1 33,3 34,6 36,2 41,4 38,8 32,3 33,5 36,5 37,5 34,7 36,1 33,7 35,5

ADF 35,0 32,6 26,2 29,4 30,8 36,6 33,9 28,8 27,8 31,8 34,0 33,0 32,4 27,4 31,7

V4
A F | J X B E K H X C D G L X
oS 55,7 56,3 57,2 54,1 55,8 58,7 55,1 57,8 56,6 57,1 59,8 55,2 58,4 52,8 56,6

XP 53,0 56,2 56,9 50,5 54,2 56,2 51,0 60,6 56,4 56,1 57,7 54,7 56,1 49,5 54,5

NDF 24,1 24,0 26,4 22,4 24,2 28,3 234 24,4 27,5 25,9 26,7 22,2 27,3 21,2 24,4

ADF 16,4 15,6 16,7 15,2 16,0 20,1 16,1 11,6 17,9 16,4 19,8 14,9 18,7 12,9 16,6

Tab. 6.31: Protozoa-Zahlen [103-ml’1] in der Nativ-Probe und an Tag 1, 7,14 der V1-4.

Tage Kontrolle | 3,38 mmol-d* FS | 6,76 mmol-d™! FS
V1
nativ 1216 | 117,2 | 113,2 117,3 X X
1 38,7 37,7 39,5 35,1 37,7 22,4 34,0 35,2 32,5 31,0 34,1 36,4 32,5 33,1 34,0
7 11,9 13,1 14,0 14,1 13,3 12,9 13,5 13,5 11,3 12,8 115 10,5 10,0 8,9 10,2
14 12,9 13,1 12,0 12,7 12,7 15,2 15,9 12,4 11,7 13,8 17,3 17,2 11,5 12,0 145
V2
nativ 365,8 | 369,6 | 369,6 368,3 X X
1 749 65,6 74,7 70,1 71,3 69,9 76,1 81,6 80,5 77,0 72,4 82,7 75,2 80,5 77,7
7 10,8 9,6 12,1 10,4 10,7 9,9 12,1 8,3 11,9 10,5 11,5 10,3 10,5 10,9 10,8
14 9,7 10,8 10,5 11,1 10,5 9,3 115 10,7 6,7 9,5 10,3 15,3 11,1 9,2 115
V3
nativ 4442 | 3285 | 252,0 341,6 X X
1 78,4 67,7 89,1 67,2 75,6 82,4 83,7 73,1 93,6 83,2 88,8 69,6 79,5 67,2 76,3
7 8,5 9,2 7,6 9,6 8,7 6,8 8,4 8,8 10,0 8,5 9,1 9,1 11,2 12,5 10,5
14 39 6,9 45 6,3 54 5,6 4.8 6,3 4.8 54 4,1 4,8 55 51 49
V4
nativ 231,4 | 209,0 | 210,9 2171 X X
1 47,5 52,0 38,4 54,1 48,0 50,9 38,7 47,5 41,1 445 52,3 49,3 84,0 34,1 54,9
7 13,1 14,8 12,7 14,1 13,7 8,1 9,5 18,8 11,9 12,1 57 8,5 13,6 9,6 9,4
14 8,3 5,6 28,1 13,6 13,9 6,0 7,7 16,7 145 11,2 6,3 8,9 12,7 9,3 9,3
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6.4 Sequenzen der Klone
Die Sequenzen der ausgewahlten Klone sind in 5'-3-Richtung aufgefihrt. Die
Primersequenzen (Coml fw /Com2 rv) sind unterstrichen. Die Bezeichnung der

Sequenzen setzt sich aus der Banden Nr. und der Klon Nr. zusammen.

1Klon 1
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG

CGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAA
ACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

1 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG

CGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAA
ACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGCAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGCAGCTAACGCATTGAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

2 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGACAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCG

TGTAGGCGGTCTTGCAAGTCAGAAGTGAAATTCCTGAGCTCAACTCGGGCGCTGCTTCTGA
AACTGCAGGACTTGAGTGCTGGAGGGGATAGCGGAATTCCTAGTGGAGCGGTAAAATGCGC
AGATATTAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTATCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCGGTAAACGATGAA
TGTTAGGTGTTGCGGGTATCGACCCCTGCAGTGCCGGAGTAAACACAATAAACATTCCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
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3 Klon 1
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG

CGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAA
ACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

3 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG

CGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAA
ACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAAT
ACTAGGTGTGGGGGGACTGACCCCTTCCGTGCCGCAGTTAACACAATAAGTATTCCACCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

3 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG

CGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAA
ACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

4 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCAGGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAG

CGCAGGCTGATGATTAGGCGTGACGTGAAATGTAGCCGCTCAACGGCTGAACTGCGTCGCG
AACTGGTTATCTTGAGTGAGTTCGATGTTGGCGGAACTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTT
AGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCAACAAGGCCTTTACTGACGCTAAAGC
TCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGA
TGCCCGCTGTTTGCGATATACTGTGAGCGGCCAAGAGAAATCGTTAAGCATCCCACCTGGG
GAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
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4 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGCG

CGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAACTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA
ACTGGGTTACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTACCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTTAAACTCAAAGGAATTGACGG

5 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGAG

CGCAGGTGGGATTGTAAGTCAGTCTTAAAAGTTCGGGGCTCAACCCCGTGATGGGATTGAA
ACTACAATTCTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCAGTGAAATGCGTA
GATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACACTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAAT
ACTAGGTGTGGGGGGACTGACCCTCTCCGTGCCGCAGTTAACACAATAAGTATTCCACCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

5 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCA
TGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAACTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA

ACTGGGTTACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTACCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTTAAACTCAAAGGAATTGACGG

6 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCGGGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTaAAGGGAG

CGTAGGCCGTTTGGTAAGCGTGTTGTGAAATGTCCGGGCTCAACCTGGGCACTGCAGCGCG
AACTGCCAGACTTGAGTGCGCAGGAAGCGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTT
AGATATCACGAAGAACTCCAATTGCGAAGGCAGCTCGCTGTAGTGTTACTGACGCTAAAGC
TCGAAAGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGA
TGCCCGCTGTTTGCCCTTCGGGGTGAGTGGCTAAGCGAAAGCGTTAAGCATCCCACCTGGG
GAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
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7 Klon 2
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCA

TGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAACTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA
ACTGGGTTACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTACCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTTAAACTCAAAGGAATTGACGG

7 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCA

TGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAACTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA
ACTGGGTTACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTATTCCACCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

8 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCA

TGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAGCTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA
ACTGGGTTACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTACCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTTAAACTCAAAGGAATTGACGG

9 Klon 1
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAG

CGCAGGCCGATTGGTAAGCGTGACGTGAAATGTAGCCGCTCAACGGCTGAACTGCGTCGCG
AACTGGTTATCTTGAGTGAGTTCGATGTTGGCGGAATTTGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTT
AGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCAACAAGGCCTTTACTGACGCTAAAGC
TCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGA
TGCCCGCTATTTGCGATATACTGTGAGCGGCCAAGAGAAATCGTTAAGCATCCCACCTGGG
GAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
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10 Klon 3
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCA

TGTAGGCGGTAATTTAAGTCTGTCGTGAAACTGCGGGGCTCAGCCCCGTATGGCGATGGAA
ACTGGGTTACTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGGGGAACTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTGTCTGACGCTGAGATG
CGAAAGCCAGGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGGT
ACTAGGTGTGGGAGGTATCGACCCCTTCCGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTACCCCACCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTTAAACTCAAAGGAATTGACGG
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