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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der mikrobielle Stoffwechsel im Dickdarm des Pferdes

Der Dickdarm des Pferdes beinhaltet eine komplexe Gemeinschaft anaerober
Mikroorganismen, die sich aus Bakterien, Protozoen und Pilzen zusammensetzt. Die
dort ablaufenden umfangreichen mikrobiellen Stoffwechselprozesse dienen zum
einen den Mikroorganismen zur Energiegewinnung fur Erhaltung und Wachstum der
mikrobiellen Population. Zum anderen dienen die Endprodukte des mikrobiellen
Stoffwechsels dem Wirtstier Uber Absorption und nachfolgende Metabolisierung zur
energetischen Versorgung (SAVAGE 1986). Die grote Bedeutung muss hierbei den
im Rahmen des mikrobiellen Kohlenhydratstoffwechsels gebildeten kurzkettigen
Fettsduren (SCFA) zugesprochen werden. Beim Pferd konnen bis zu 30 % der
bendtigten Energie fur den Erhaltungsbedarf durch die Verstoffwechslung von
kurzkettigen Fettsduren aus dem Caecum gewonnen werden (GLINSKY et al. 1976).
Die Hauptquellen der mikrobiellen Kohlenhydratfermentation im Dickdarm bestehen
aus pflanzlichen Polysacchariden wie Cellulose, Hemicellulosen (Pentosane,
Hexosane) und Pektine, die durch korpereigene Enzyme nicht abgebaut werden
konnen; weitere Kohlenhydratquellen stellen praecaecal unverdaute Starke, Muzin
und aus Zellabschilferungen freigesetzte Kohlenhydrate dar (RECHKEMMER et al.
1988; MEYER u. COENEN 2002). Der mikrobielle Abbau der Polysaccharide erfolgt
in mehreren Schritten, wobei als zentrales Intermediarprodukt Pyruvat entsteht.
Ausgehend vom Pyruvat kdnnen die kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und
Butyrat sowie die Gase Kohlendioxid und Methan auf verschiedenen Stoffwechsel-
wegen gebildet werden. Die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren, die beim
Abbau der Kohlenhydrate im Caecum des Pferdes entstehen, sind nicht konstant,
sondern variieren je nach Art und Menge des Futters und dem Zeitpunkt der letzten
Fatterung (MEYER u. COENEN 2002). Bei einer reinen Heu- und Strohfltterung
liegen die SCFA-Konzentrationen in der Caecumfliussigkeit auf einem niedrigen
Niveau (9 25,9 bzw. 21,9 mmol/l), wahrend bei einer Kombination von Mischfutter
und Raufutter ein deutlich hoheres Niveau (9 54,9 mmol/l) erreicht wird
(SCHWABENBAUER et al. 1982). Die héchsten SCFA-Konzentrationen kdnnen in
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allen Abschnitten des Dickdarmes acht Stunden nach der Futterung gemessen
werden (ARGENZIO et al. 1974). Das Verhaltnis der molaren Anteile der einzelnen
kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat zueinander hangt vom
Starkeanteil in der Ration ab, wobei ein hdherer Starkeanteil den molaren Anteil an
Propionat erhoht. Demnach betragt das prozentuale Verhaltnis von Acetat, Propionat
und Butyrat im Caecum bei einer ausschlie3lichen Heufutterung 76 : 15 : 8, wahrend
bei einer Futterung von einem Teil Heu und vier Teilen Mischfutter in der Ration ein
prozentuales Verhaltnis von 61 : 26 : 10 vorliegt (HINTZ et al. 1971).

Der mikrobielle Proteinstoffwechsel im Dickdarm des Pferdes ahnelt dem
mikrobiellen Proteinstoffwechsel im Pansen der Wiederkauer. Beim mikrobiellen
Abbau von Proteinen und anderen Stickstoffverbindungen entsteht als Endprodukt
Ammoniak, welches von den Mikroorganismen wiederum zur Synthese mikrobieller
Aminosauren und damit zur mikrobiellen Proteinsynthese verwendet wird. Fur die
Ammoniak-Assimilation durch die Mikroorganismen ist die Verfugbarkeit von Kohlen-
stoffgerusten und Energie, die uUber die Kohlenhydratfermentation bereitgestellt
werden, essentiell. Allerdings ist das gebildete Mikrobenprotein dem Pferd im
Gegensatz zu den Verhaltnissen beim Wiederkauer nicht mehr zuganglich
(ARGENZIO 1990).

Weitere Produkte der mikrobiellen Synthese stellen die Vitamine des B-Komplexes

und Vitamin K dar.

Aufgrund der Bedeutung der mikrobiellen Fermentations- und Syntheseleistungen im
Pansen der Wiederkauer fur die Gesundheit und Leistungsfahigkeit der Tiere,
wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche Untersuchungen zu diesem Thema
durchgefuhrt. Im Gegensatz dazu wurde der mikrobielle Stoffwechsel im Dickdarm
des Pferdes bislang nur in wenigen Studien untersucht. In-vivo-Untersuchungen zur
quantitativen Erfassung der mikrobiellen Fermentationsleistungen im Dickdarm des
Pferdes bedingen einen hohen tierexperimentellen und analytischen Aufwand, da
hierfir die Verwendung caecumfistulierter Pferde und die Anwendung der
Isotopenverdunnungstechnik zur Messung der Produktionsraten der kurzkettigen

Fettsauren notig ist. Alternativ stellt die Colon-Simulationstechnik (Cositec), eine
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Modifikation des urspringlich von CZERKAWSKI und BRECKENRIDGE (1977) zur
Untersuchung des mikrobiellen Pansenstoffwechsels entwickelten Rusitec-Systems
(Rumen Simulation Technique), ein geeignetes System dar, um die mikrobiellen
Stoffwechselleistungen im Dickdarm in vitro zu untersuchen (BREVES et al. 1991).
Der entscheidende Vorteil dieser semikontinuierlichen In-vitro-Inkubationsmethode
gegenuber In-vivo-Untersuchungen besteht darin, dass das gemessene
biochemische Profil direkte Riuckschlisse auf den mikrobiellen Stoffwechsel zulasst,
wobei die Einflisse des Wirtstieres weitgehend ausgeschlossen werden. Die Colon-
Simulationstechnik gewahrleistet die Aufrechterhaltung des mikrobiellen Okosystems
des Dickdarmes Uuber mehrere Wochen und ermoglicht eine exakte qualitative und
quantitative Erfassung der Parameter des mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels unter
standardisierten Versuchsbedingungen. Des Weiteren bietet die Colon-Simulations-
technik die Mdglichkeit, den Einfluss verschiedener Faktoren auf den mikrobiellen
Stoffwechsel zu untersuchen, die ursachlich mit der Entstehung bestimmter
Krankheiten in Verbindung gebracht werden. Inwieweit ein veranderter
Mikrobenstoffwechsel im Dickdarm eine mogliche Rolle bei der Entstehung der
Typhlocolitis des Pferdes spielt, wurde bislang noch nicht naher untersucht. Eine
Reihe von Risikofaktoren, darunter die Applikation von Antibiotika und die Nahrungs-
karenz, gelten als pradisponierend fur die Entstehung dieser Erkrankung. Aufgrund
der genannten Eigenschaften stellt das Cositec-System eine geeignete Methode dar,
den Einfluss dieser Risikofaktoren auf den Mikrobenstoffwechsel in vitro zu
untersuchen, um somit Ruckschlisse auf eine veranderte Stoffwechsellage in vivo

ziehen zu konnen.

1.2 Die Typhlocolitis des Pferdes

Die Typhlocolitis des Pferdes wurde zum ersten Mal 1963 von ROONEY et al. unter
der Bezeichnung ,Colitis X“ als eigenstandige Erkrankung beschrieben. Seit den
1980er Jahren wird die Colitis X auch in Deutschland haufiger beobachtet
(HERMANN 1985; KRAFT 1985; LAUK et al. 1987) und als equine idiopathische
Typhlocolitis bezeichnet. Es handelt sich dabei um eine sporadisch auftretende, akut

bis perakut verlaufende Erkrankung des Caecums und des Colon ascendens, die mit
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Inappetenz, Apathie, Koliksymptomen unterschiedlichen Schweregrades, profusem,
wassrigem, spater hamorrhagischem Durchfall, Toxamie mit fortschreitendem
Schockzustand (Hypovolamie, Neutropenie, Hypoproteinamie) und hoher Mortalitat
einhergent (HUSKAMP et al. 2006). Pathologisch-anatomisch liegt eine
hamorrhagisch-nekrotisierende Entziindung der Mukosa des Caecums und des
Colon ascendens vor (POHLENZ u. KEMPER 1994). Diese Abschnitte des
Dickdarmes sind dilatiert und mit einer groen Menge an Ubel riechendem,
wassrigem Inhalt gefullt (POHLENZ et al. 1992). Demnach sind bei der Typhlocolitis
jene Abschnitte des Darmes betroffen, in denen umfangreiche mikrobielle
Fermentationsprozesse, Absorptions- und Sekretionsvorgange stattfinden. Obwohl
bereits zahlreiche Untersuchungen zur Atiologie und Pathogenese der Typhlocolitis
durchgefiihrt wurden, bleibt die Atiologie bei einem hohen Anteil an Pferden, die an
der Typhlocolitis erkranken, ungeklart (BARTMANN et al. 2006). Am
wahrscheinlichsten erscheint jedoch, dass hierbei ein multifaktorielles Geschehen
vorliegt. Zu den pradisponierenden Faktoren fur die Entstehung der Typhlocolitis
zahlen unter anderem Stress, medikamentdése Behandlungen mit Antibiotika
(z.B. Tetracyclin, Erythromycin, Clindamycin, Lincomycin) oder nichtsteroidalen
Antiphlogistika, Futterumstellung, Nahrungskarenz, Operationen und verschiedene
Infektionserreger (z.B. Clostridium (Cl.) difficile oder Cl. perfringens) (BARTMANN et
al. 1998; WOLLANKE u. GERHARDS 2003; GERBER u. STRAUB 2006). Das
hospitalisierte Pferd ist durch die Summierung mehrerer Belastungsfaktoren, die im
Verdacht stehen ursachlich an der Entstehung der Typhlocolitis beteiligt zu sein,
besonders gefahrdet (LAUK et al. 1987).

1.2.1 Erythromycin

Die orale Aufnahme des Makrolidantibiotikums Erythromycin kann beim adulten
Pferd Stérungen in der gastrointestinalen Mikroflora in Form einer Typhlocolitis
induzieren (BURROWS 1980; OWEN 1980; WHITLOCK 1986; GUSTAFSSON et al.
1997, MURRAY 1997; BAVERUD et al. 1998). In den 90er Jahren wurde in
Pferdekliniken und Gestliten in Schweden ein vermehrtes Auftreten von
Typhlocolitisfallen beobachtet, wobei Stuten, deren Fohlen aufgrund einer

Rhodococcus equi-Infektion mit Erythromycin und Rifampicin behandelt wurden, an
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der Typhlocolitis erkrankten. Die Krankheit trat dabei drei bis vier Tage nach dem
Beginn der Behandlung der Fohlen auf. In den Untersuchungen von BAVERUD et al.
(1998) konnte ein Zusammenhang zwischen der Erythromycin-Konzentration in den
Faeces der Fohlen und der Entwicklung der Typhlocolitis bei den Stuten festgestellt
werden. In den Faeces der Fohlen, deren Mutter eine Typhlocolitis entwickelten,
wurde eine hohe Erythromycin-Konzentration nachgewiesen, wahrend Stuten, deren
Fohlen nur in einem geringen MalRe Erythromycin Uber die Faeces ausschieden,
nicht an der Typhlocolitis erkrankten. Dabei fluhrte sowohl die Behandlung der Fohlen
mit Erythromycinbase als auch mit Erythromycin-Ethylsuccinat bei den Stuten zur
Entwicklung einer Typhlocolitis. Aufgrund dieser Beobachtungen erachteten die
Autoren die Menge an Erythromycin, die von den Stuten entweder durch
Koprophagie oder durch die Aufnahme von kontaminiertem Futter aufgenommen
wurde, flr ausreichend, um Stérungen in der Darmflora hervorzurufen und eine
Typhlocolitis auszuldésen. Im Rahmen experimenteller Untersuchungen gelang es
GUSTAFSSON et al. (1997) durch die orale Applikation von Erythromycin-
Ethylsuccinat in subtherapeutischer Dosierung (1,25 mg/kg KG alle acht Stunden)
bei zwei von vier Pferden eine Typhlocolitis zu induzieren, wobei die Pferde am
dritten Tag der Erythromycin-Applikation erkrankten. Die Autoren konnten bei einem
dieser Pferde Erythromycin-resistente toxinogene CI. difficile-Stamme nachweisen,
wahrend die Ursache der Typhlocolitis bei dem zweiten Pferd nicht geklart werden
konnte. Die orale Verabreichung von Rifampicin fuhrte hingegen nicht zur
Entwicklung einer Typhlocolitis. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von
GUSTAFFSON et al. (1997) konnte BAUMS (2003) durch die orale Verabreichung
von Erythromycin-Ethylsuccinat (1,25 mg/kg KG alle acht Stunden) bei keinem der

vier Versuchspferde eine Typhlocolitis induzieren.

1.2.2 Nahrungskarenz

Ein weiterer Risikofaktor fir die Entwicklung einer Typhlocolitis stellt eine
Nahrungskarenz z.B. im Vorfeld von Operationen bzw. eine reduzierte Nahrungs-
aufnahme im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen dar. TASKER et al. (1967)
entzogen vier Pferden fur die Dauer von acht Tagen Futter und Wasser, wodurch

drei der vier Pferde eine Diarrhoe entwickelten. Auf Grundlage dieser
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Beobachtungen fihrten DEEGEN et al. (1995) flr die Dauer von 100 Stunden bei
drei Pferden eine Nahrungskarenz durch, wobei den Pferden Wasser zur freien
Verfugung stand. Drei weitere Pferde, denen die Nahrung nicht entzogen wurde,
dienten als Kontrollgruppe. In der Sektion konnte bei den Pferden der Karenzgruppe
in allen Dickdarmabschnitten (mit Ausnahme des Colon descendens) eine
Verflussigung des Chymus und eine Reduktion der SCFA-Konzentrationen
festgestellt werden. Wahrend der Acetat- und Propionat-Anteil in den einzelnen
Darmabschnitten zwischen den Pferden der Kontroll- und der Karenzgruppe keine
Veranderungen aufzeigte, war der Butyrat-Anteil im Caecum der Pferde der
Karenzgruppe extrem erniedrigt. Daneben lag eine starke Alkalisierung des
Dickdarmchymus vor, die im Caecum am starksten ausgepragt war. Aufgrund der
beobachteten metabolischen Veranderungen im Chymus, welche in ahnlicher Form
auch bei der Typhlocolitis vorliegen, postulierten die Autoren, dass langere
Hungerphasen beim Pferd offensichtlich die Induktion einer Typhlocolitis beglnstigen
konnen. In den Untersuchungen von BAUMS (2003) wurden nach einer Nahrungs-
karenz von 24 Stunden in den wahrend einer Laparotomie entnommenen
Caecumpunktaten ebenfalls leicht erhohte pH-Werte, eine deutliche Verfllissigung
des Chymus und ein niedriger Gehalt an kurzkettigen Fettsauren festgestellt.
Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass die Butyrat-Konzentrationen bei allen vier
Versuchspferden unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Folglich ist davon
auszugehen, dass die von DEEGEN et al. (1995) beobachteten Veranderungen zum
Teil bereits nach einer Nahrungskarenz von 24 Stunden auftreten (BAUMS 2003).
Das im Rahmen des Fermentationsprozesses gebildete Butyrat stellt die
Hauptenergiequelle der Dickdarmenterozyten dar (ROEDIGER 1982), wahrend die
vaskulare Energieversorgung Uber Glukose nur von sekundarer Bedeutung ist.
Daraus kann gefolgert werden, dass beim Pferd im Zuge einer Nahrungskarenz die
Energieversorgung der Dickdarmenterozyten nachhaltig beeintrachtigt wird. MEYER
(1994) postulierte, dass die stark erniedrigten Konzentrationen der kurzkettigen
Fettsauren, v.a. des Butyrats im Dickdarm infolge einer Nahrungskarenz einen

bedeutungsvollen Schritt in der Pathogenese der Typhlocolitis darstellen.
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1.2.3 Kombination der Faktoren Erythromycin und Nahrungskarenz

Im Hinblick auf die Zuordnung der Typhlocolitis zu den Faktorenerkrankungen
untersuchte BAUMS (2003) die Auswirkung einer Kombination der Faktoren
Erythromycin (1,25 mg/kg KG alle acht Stunden) und Nahrungskarenz (72 Stunden)
und konnte bei zwei von vier Pferden eine Typhlocolitis induzieren. Im Gegensatz
dazu gelang die Induktion der Typhlocolitis bei diesen Pferden weder durch eine
alleinige Applikation von Erythromycin noch durch eine Nahrungskarenz ohne
Erythromycin-Applikation. In Anbetracht dieser experimentellen Ergebnisse sieht
BAUMS (2003) die klinische Beobachtung bestatigt, dass die Gefahr der Induktion
einer Typhlocolitis vor allem bei dem gleichzeitigen Einwirken verschiedener

pradisponierender Faktoren besteht.

1.3 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Colon-Simulationstechnik zur Untersuchung
des mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels beim Pferd zu etablieren. Hierbei sollten
biochemische Parameter des mikrobiellen Stoffwechsels wie die Produktionsraten
der kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat und die Ammoniak-

Konzentrationen als Messgrof3en des Mikrobenstoffwechsels analysiert werden.

Ein weiteres Ziel war es, mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik den Einfluss der
Faktoren Erythromycin, Nahrungskarenz und der Kombination beider Faktoren auf
den mikrobiellen Stoffwechsel darzustellen. Dabei sollten Veranderungen der
biochemischen Parameter als Indikatoren fur Veranderungen des mikrobiellen

Stoffwechsels untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Die Colon-Simulationstechnik

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik,
einer semikontinuierlichen [n-vitro-Inkubationsmethode, die in Anlehnung an das
Rusitec-System (CZERKAWSKI u. BRECKENRIDGE 1977) von DREYER (1990) zur
Inkubation von Dickdarminhalt entwickelt wurde, durchgefuhrt. Bislang wurde die
Colon-Simulationstechnik ausschlieRlich zur Untersuchung des mikrobiellen
Dickdarmstoffwechsels beim Schwein verwendet (BREVES et al. 1991; STUCK
1994; STUCK et al. 1995; MENDELIN 1998; BREVES et al. 2000; BENDER et al.
2001). Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass eine definierte Menge
Dickdarminhalt mit einem zu fermentierenden Substrat durchmischt und dabei
kontinuierlich mit einer Pufferlosung perfundiert wird, die in ihrer ionalen
Zusammensetzung der lleumflissigkeit des Pferdes entspricht. Als zu
fermentierendes Substrat dient dabei die Partikelphase, die aus dem Caecum von
Pferden gewonnen wird. Die Inkubation erfolgt in gasdicht abgeschlossenen
Gefallen und unter anaeroben Bedingungen, wobei die Inkubationsgefalde konstant
auf 39 °C temperiert werden. Die I6slichen mikrobiellen Stoffwechselprodukte werden
im Uberlauf gesammelt, wahrend das im Rahmen des Fermentationsprozesses

gebildete Gas getrennt vom Uberlauf in gasdichten Beuteln aufgefangen wird.

2.1.1 Aufbau und technische Daten des Cositec-Systems

Far die Durchflhrung der Versuche werden zwei Cositec-Anlagen verwendet. In
Abbildung 2.1 ist eine dieser Cositec-Anlagen dargestellt. Jede Anlage enthalt sechs
identisch aufgebaute, gasdichte Inkubationsgefalle (sog. Fermenter) (A). Die
Fermenter bestehen aus Plexiglaszylindern mit einem Fassungsvermogen von
jeweils 125 ml und sind in einem Wasserbad (H) platziert, welches mit Hilfe eines
Einhangethermostates (I) (Typ D8, Haake, Karlsruhe, Deutschland) kontinuierlich auf
39 °C temperiert wird. Die Fixierung der einzelnen Fermenter erfolgt zum einen durch
Aussparungen am Boden des Wasserbades und zum anderen mit Hilfe von

Arretierungsschrauben im Bereich des Fermenterbodens. In jedem Fermenter
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befindet sich ein kleineres Innengefall, das zwei Nylonbeutel (Beutelmalle:
ca. 3 x 8 cm, Porenweite: 40 pm) mit dem zu fermentierenden Substrat
(Partikelphase) enthalt. Zur Gewahrleistung einer vollstandigen Durchspiulung der
Nylonbeutel mit der im Fermenter enthaltenen Flussigkeit, verfugt das Innengefaly
zum einen Uber Perforationen an Deckel und Boden und zum anderen wurde die
Grolle des Innengefalles so gewahlt, dass die AulRenseite des Innengefaldes an der
Innenseite des Fermenters anliegt. Uber eine Fihrungsstange steht der Deckel des
Innengefalles mit einer Hubstange in Verbindung. Die Hubstange wird durch den
Antrieb eines Elektromotors (J) mit sechs Hiben pro Minute kontinuierlich auf und ab
bewegt, wodurch im Inneren des Fermenters eine gleichmaflige Durchmischung der
flussigen Phase und der Partikelphase erreicht wird. Mit Hilfe von zwei 6-Kanal-
Schlauchpumpen (C) (Typ B1, Ole Dich, Hvidovre, Danemark) werden die Fermenter
uber eine Zulauféffnung im Fermenterboden kontinuierlich mit der Pufferlésung
perfundiert, wobei die Durchflussrate pro Fermenter in etwa 125 ml Pufferldsung pro
Tag betragt. Die Pufferschlauche (D) bestehen aus Tygon (4,0 x 7,2 mm, Omnilab,
Gehrden, Deutschland). Die Deckel der Fermenter werden durch eine Gummi-
dichtung im Schraubverschluss gasdicht verschlossen. Im Deckel der Fermenter
befinden sich zwei verschlieRbare Offnungen. Eine der beiden Offnungen steht liber
einen gasdichten Butylschlauch (E) mit dem glasernen UberlaufgefaR (F) in
Verbindung, wodurch der Abfluss der anfallenden Fliissigkeit, dem sog. Uberlauf
ermdglicht wird. Im Uberlauf sind die bei der Fermentation anfallenden l6slichen
mikrobiellen Stoffwechselprodukte enthalten. Um weitere Stoffwechselprozesse in
den UberlaufgefaBen zu unterbinden, werden diese in Styroporkisten mit Eis
aufbewahrt. Das bei der Fermentation entstehende Gas wird mit Hilfe eines weiteren
Butylschlauches, welcher seitlich am UberlaufgefaR befestigt ist, in gasdichten
Beuteln (G) (Plastigas, Linde AG, Munchen, Deutschland) aufgefangen. Die zweite
Offnung im Deckel der Fermenter ist (iber den gesamten Versuchsverlauf durch

einen Schraubverschluss verschlossen.
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Abb. 2.1: Cositec-Anlage mit sechs Fermentern. A = Fermenter, B = Puffergefal,
C = Pumpe, D = Tygonschlauch (Pufferschlauch), E = Butylschlauch (Uberlaufschlauch),
F = Uberlaufgefall, G = Gasbeutel, H = Wasserbad, | = Thermostat, J = Elektromotor

2.1.2 Bedienung und Funktionsweise des Systems

Vor Inbetriebnahme des Cositec-Systems werden alle Einzelteile der Inkubations-
gefale, Schlauche und Uberlaufgefale zur Desinfektion in eine 3,7 %-ige
Formaldehydlésung eingelegt. Nach einer Einwirkzeit von 24 Stunden werden die

Einzelteile grindlich mit Aqua dest. gespult und anschlieRend Uber 24 Stunden bei
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65 °C im Trockenschrank (D 06062, Modell 600, Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach, Deutschland) getrocknet. Die getrockneten Einzelteile werden
zusammengebaut und in die Anlage eingesetzt. Nach Beflllen des Wasserbades mit
Aqua dest. wird dieses auf eine Temperatur von 39 °C erhitzt. Die Schlauchpumpen
werden auf eine tagliche Perfusionsrate von ca. 125 ml eingestellt, was in etwa dem
einfachen Flussigkeitsturnover entspricht. Die Nylonbeutel werden fur 25 Minuten bei
103 °C und 0,4 bar autoklaviert (Varioklav, Dampfsterilisator Typ 500, H + P
Labortechnik GmbH, OberschleiRheim bei Minchen, Deutschland) und danach Uber
24 Stunden bei 65 °C im Trockenschrank getrocknet. AnschlieRend werden 1,5 g
bzw. 1,8 g der im Vorfeld des Versuches gefriergetrockneten Partikelphase aus dem
Caecum (siehe Kap. 2.2.1) in die Nylonbeutel eingewogen und die Nylonbeutel
werden mit Kabelbindern verschlossen. Bis zum Versuchsbeginn werden die

abgewogenen Nylonbeutel im Exsikkator aufbewahrt.

Zum Starten des Systems werden 6 g bzw. 8 g der frisch entnommenen Partikel-
phase aus dem Caecum (siehe Kap. 2.2.2) in die Nylonbeutel eingewogen und in
jedes Innengefal® werden zwei Nylonbeutel eingeflgt. Dieser Vorgang gewahrleistet
die Uberfiilhrung einer ausreichenden Anzahl an partikelassoziierten
Mikroorganismen in die Fermenter. Nach dem Verschluss des Innengefal’es wird
dieses in den Fermenter eingefligt und der Fermenter wird bis zum Rand mit der
flussigen Phase des Caecuminhaltes (Inokulum) aufgeflllt. Um die gesamte Luft aus
dem Fermenter zu entfernen, wird das Innengefald einige Male auf und ab bewegt.
Anschlie®end wird der Fermenter verschlossen, im Wasserbad fixiert und mit dem
Pufferschlauch, dem Uberlaufschlauch und der Hubstange verbunden. Entsprechend
dieser Vorgehensweise wird mit den weiteren Fermentern verfahren. Die Elektro-
motoren werden in Betrieb gesetzt und die Schlauchpumpen eingeschaltet. Dadurch
erfolgt eine kontinuierliche Perfusion und Durchmischung des Fermenterinhaltes.
SchlieRlich werden die Uberlaufgefae mit Stickstoff begast, um die verbleibende

Luft aus dem System zu entfernen.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden werden die Fermenter nacheinander
ausgebaut und in ein separates Wasserbad, welches ebenfalls auf 39 °C temperiert

ist, Uberfuhrt. Nach dem Eroffnen des jeweiligen Fermenters werden pH-Wert und
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Redoxpotential gemessen. Das Innengefald wird entnommen und einer der beiden
Nylonbeutel wird durch einen neuen, die gefriergetrocknete Partikelphase
enthaltenden Substratbeutel ersetzt. Nach dem Beutelwechsel wird das Innengefal
wieder in den Fermenter eingefligt und einige Male auf und ab bewegt, um die Luft,
welche im Zuge des Beutelwechsel in den Fermenter gelangt ist, zu entfernen. Der
entnommene Nylonbeutel wird in einen Polyethylenbeutel (15 x 30 cm) gegeben und
in 10 ml vorgewarmter Pufferlosung per Hand Uber eine Zeitdauer von zwei Minuten
ausgedruckt, um die Reste der |I6slichen Phase zu entfernen. Die Spulflissigkeit wird
in den Fermenter zuruckgegeben. Dieser Vorgang wird ein weiteres Mal
durchgefuhrt. Anschlieend wird der Fermenter verschlossen und wieder in die
Anlage eingesetzt. Die Flissigkeit im UberlaufgefaR wird in einen Messzylinder
uberfuhrt, um das Volumen zur spateren quantitativen Bestimmung der SCFA-
Produktionsraten zu erfassen. Zur Bestimmung der SCFA-Produktionsraten und der
Ammoniak-Konzentrationen werden 7 ml bzw. 3 ml der Uberlaufflissigkeit in
Glasflaschchen abgefullt und bei -20 °C aufbewahrt. Der entnommene Beutel wird
zur Bestimmung der Verdaulichkeit der organischen Substanz ebenfalls bei -20 °C

aufbewanhrt. Die UberlaufgefaRe werden mit Stickstoff begast.

2.2 Spendertiere und Entnahme des Caecuminhaltes

2.2.1 Spendertiere fiir die Enthahme der Partikelphase (Substrat)

Die im Vorfeld der Versuche gewonnene Partikelphase wurde aus dem Caecum von
Pferden entnommen, die im Rahmen der Situs-Demonstrationen des Anatomischen
Institutes der Tierarztlichen Hochschule Hannover getotet wurden (siehe Tab. 2.1).
Diese Pferde waren zum Zeitpunkt der Tétung mindestens 14 Tage in der Klinik fur
Pferde der Tierarztlichen Hochschule Hannover eingestallt und wurden wahrend
dieser Zeit nicht antibiotisch behandelt. Zur Tétung wurden die Pferde zunachst in
Narkose gelegt (Xylazin 1,1 mg/kg KG, Ketamin 2,2 mg/kg KG, Diazepam 0,05
mg/kg KG) und anschlielRend wurde der Tod durch Eroffnen der Jugularvenen und
der Carotiden herbeigefihrt. Nach der Tétung der Tiere wurde die Bauchdecke

gedffnet, die Caecumspitze vorgelagert und zur Entnahme des Caecuminhaltes
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seitlich geoffnet. Mittels Filtration Uber zwei Lagen Gaze (Gazin, Lohmann &
Rauscher GmbH & Co. KG, Rengsdorf, Deutschland) wurde die Partikelphase von
der flissigen Phase getrennt. Erstere wurde in Polyethylenbeutel (26 x 46 cm)
abgeflllt und anschlieBend bei -20 °C aufbewahrt, wahrend die flissige Phase

verworfen wurde.

Vor Beginn der Versuche erfolgte die Gefriertrocknung der Partikelphase uber die
Dauer von 48 Stunden (Christ Loc-1m, Alpha 2-4, Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH, Osterode am Harz, Deutschland). Bis zur weiteren Verwendung
wurde die gefriergetrocknete Partikelphase im Exsikkator aufbewahrt. Eine

Vermischung der Partikelphasen der einzelnen Pferde wurde nicht vorgenommen.

Tab. 2.1: Spendertiere flr die Entnahme der Partikelphase (Substrat)

Pferd | Rasse Alter | Geschlecht Futterung Partlke_l EERD OIS
in Versuch
13 Heu, Kraftfutter,

A Warmblut Jahre Stute Weide 1-2
B Warmblut 26 Stute Heu, Kraftfutter 3-6

Jahre

. 10

C Haflinger Jahre Wallach Heu 7
D Warmblut 13 Wallach Heu, Stroh 8-9

Jahre

2.2.2 Spendertiere fiir die Enthahme des frischen Caecuminhaltes am

Starttag der Versuche

Zum Starten der Versuche 1 bis 6 wurde der frisch entnommene Caecuminhalt von
Pferden aus der Klinik fur Pferde der Tierarztlichen Hochschule Hannover verwendet,
wahrend in den Versuchen 7 bis 9 der Caecuminhalt von Schlachtpferden
(Pferdeschlachterei Jausch, Pattensen) eingesetzt wurde (siehe Tab. 2.2). Auch die
Schlachtpferde wurden im Vorfeld der Schlachtung nicht antibiotisch behandelt. Die
Totung der Pferde und die Entnahme des Caecuminhaltes erfolgte bei den Pferden
aus der Klinik fur Pferde der Tierarztlichen Hochschule Hannover auf die in Kapitel
2.2.1 beschriebene Art und Weise. Die Schlachtpferde wurden mittels Bolzenschuss

betaubt und anschlie®end wurde der Tod durch Entbluten herbeigefuhrt. Nach der

23



Material und Methoden

Eviszeration wurde der Gastrointestinaltrakt in eine Wanne UuberfiUhrt und der

Caecuminhalt wurde Uber die geodffnete Caecumspitze enthommen. Mittels Gaze-

filtration wurde die flissige Phase von der Partikelphase abgetrennt. Die beiden

Phasen wurden anschlie®end in vorgewarmte Warmebehalter (ca. 39 °C) abgefullt

und unter Ausschluss von Sauerstoff ins Physiologische Institut der Tierarztlichen

Hochschule Hannover transportiert. Zur Befullung der Anlagen am Starttag der

Versuche siehe Kapitel 2.1.2.

Tab. 2.2: Spendertiere fir die Entnahme des Caecuminhaltes (Inokulum) am Starttag der
Versuche (Herkunft der Pferde: P = Klinik fir Pferde, S = Pferdeschlachterei)

Starttag Versuch Rasse Alter | Geschlecht | Fiitterung ﬁ::t: I:" Herkunft
Deutsches 10 Heu, Head-
8.06.2006 1 Reitbon Jahre Wallach Stroh, shaker P
pony Kraftfutter
Weide,
22082006 | 2 | Warmblut | 2 Stute Heu, Ataxie P
Jahre Stroh,
Kraftfutter
10 Heu,
19.10.2006 3 Haflinger Wallach Leinstreu, | Hufrehe P
Jahre .
Mohren
13 Heu, Head-
2.11.2006 4 Warmblut Jahre Wallach Stroh shaker P
16 Heu,
23.11.2006 5 Warmblut Stute Stroh, Melanome P
Jahre
Kraftfutter
10 Heu,
25.01.2007 6 Warmblut Wallach Stroh, - P
Jahre
Kraftfutter
4 Heu,
26.03.2007 7 Warmblut Hengst Stroh, - S
Jahre
Kraftfutter
4.06.2007 8 Warmblut 20 Wallach Weide - S
Jahre
19 Weide,
22.10.2007 9 Warmblut Stute Heu, - S
Jahre
Stroh
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

Die experimentellen Untersuchungen setzten sich aus 2zwei Versuchsreihen
zusammen. Versuchsreihe 1 diente der Etablierung der Colon-Simulationstechnik zur
Simulation des mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels beim Pferd. In Versuchsreihe 2
wurden die Auswirkungen von Erythromycin (Erythromycin freie Base BioChemica,
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) und einer Reduktion der Trocken-

substanz auf die mikrobiellen Stoffwechselleistungen im Cositec-System untersucht.

Die in allen Versuchsansatzen verwendete Pufferldsung entsprach in ihrer ionalen
Zusammensetzung der lleumflUssigkeit des Pferdes. Der pH-Wert der Pufferlésung
lag bei 7,31 £ 0,02, die Osmolaritat betrug 300 £ 3 mosm/I.

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Pufferlésung; [mmol/I]

NaCl 115
MgCl, x 6 H,0 2,5
CaCl, x 2 H,0 2,5
NaH,PO, x H,0 1,0
KCl 10,0
Na,SO, 2,0
NaHCO; 25,0
NH,CI 5,0

2.3.1 Versuchsreihe 1: Etablierung der Colon-Simulationstechnik

Zur Etablierung der Colon-Simulationstechnik wurden sechs Versuche durchgefuhrt.
Jeder Versuch erstreckte sich Uber eine Dauer von zehn Tagen und war in zwei
Phasen unterteilt. Die fiinftdgige Aquilibrierungsphase diente der Anpassung der
Caecum-Mikroorganismen an die In-vitro-Bedingungen des Cositec-Systems. Im
Anschluss an die Aquilibrierungsphase erfolgte die Erfassung der Parameter des
mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels unter standardisierten Kontrollbedingungen
(Kontrollphase) uber die Dauer von funf Tagen. Pro Versuchsansatz wurden sechs
bzw. zwoIf Fermenter gleichzeitig verwendet, wobei alle Fermenter eines Versuches
uber die gesamte Versuchsdauer gleich behandelt wurden. In Tabelle 2.4 ist der

Aufbau der Versuche 1 bis 6 dargestellt.
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Tab. 2.4: Aufbau der Versuche 1 bis 6 zur Etablierung der Colon-Simulationstechnik

Gefriergetrocknete Partikelphase pro Tag [g]

Versuch 1 2 3 4 5 6
Anzahl der Fermenter 6 6 6 6 12 6
Aquilibrierungsphase [d] S 5 5 5 5 5
Kontrollphase [d] S 5 5 5 5 5
Perfusionsrate [ml] 375 | 250 | 125 | 125 | 125 | 125
Frische Partikelphase am Starttag [g] 2x6|2x6|2x6|2x6|2x6|2x6
1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8

Die Versuche 1 und 2 unterschieden sich von den restlichen Versuchen in der

Perfusionsrate der Pufferlosung. Im ersten Versuch wurde eine Perfusionsrate von

ca. 375 ml pro Tag gewahlt, welche etwa einem dreimaligen Flussigkeitsturnover

innerhalb von 24 Stunden entsprach. Im zweiten Versuch wurde der Flussigkeits-

turnover auf zweimal pro Tag reduziert, so dass eine Perfusionsrate von ca. 250 ml

Pufferlosung pro Tag vorlag. In den darauf folgenden Versuchen wurde eine

Perfusionsrate von ca. 125 ml Pufferldsung pro Tag (einmaliger Flussigkeitsturnover)

festgelegt. Im Ergebnisteil wurden aufgrund der Gleichheit der Versuchsbedingungen

ausschlieRlich die Versuche 3 bis 6 dargestellt und statistisch ausgewertet. Im

Anhang sind die Einzelwerte der Versuche 1 bis 6 aufgefihrt.
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2.3.2 Versuchsreihe 2: Erythromycin und Reduktion der

Trockensubstanz

Um die Veranderungen aufzuzeigen, die im Zuge einer Erythromycin-Applikation und
einer Reduktion der Trockensubstanz im mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel
auftreten, wurden die Aquilibrierungs- und die Kontrollphase durch eine siebentagige
Versuchsphase erganzt. Wahrend der Versuchsphase wurden die zwolf Fermenter in
vier Versuchsansatze aufgeteilt, wobei jeder Versuchsansatz drei Fermenter
umfasste. Die Kennzeichnung der Fermenter wurde nach dem Alphabet vorge-
nommen. Erythromycin wurde ab dem 10. Versuchstag kontinuierlich Uber die
Pufferlosung dem System zugeflhrt. Vom gleichen Zeitpunkt an wurden die
entnommenen Beutel durch Beutel mit einer reduzierten Trockensubstanzmenge
ersetzt. Tabelle 2.5 enthalt den Aufbau der Versuch 7 bis 9.

Tab. 2.5: Aufbau der Versuche 7 bis 9 zur Untersuchung der Wirkung von Erythromycin und
Reduktion der Trockensubstanz

Versuch 7 8 9
Anzahl der Fermenter 12 | 12 | 12
Aquilibrierungsphase [d] 5 5 5
Kontrollphase [d] S 5 5
Versuchsphase [d] 7 7 7
Perfusionsrate [ml] 125 | 125 | 125
Frische Partikelphase am Starttag [g] 2x8|2x8|2x8
Gefriergetrocknete Partikelphase pro Tag 15 | 15 | 15
wahrend der Kontrollphase [g]

2.3.2.1 Erythromycin

Um die Wirkung von Erythromycin auf den ungestdrten mikrobiellen Dickdarm-
stoffwechsel zu untersuchen, wurden in Versuch 7 vier unterschiedliche Dosierungen
(1,25, 2,5, 10 und 20 mg/d) eingesetzt (Tab. 2.6).
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Tab. 2.6: Versuch 7: Versuchsaufbau und untersuchte Parameter vor und wahrend der
Erythromycin-Zugabe (E-Zugabe)

Versuchsphasen | Versuchstage Parameter E-Zugabe
Aquilibrierungs- 15 pH-Wert, )
phase Redoxpotential
) pH-Wert, Redoxpot., )
Kontrollphase 6-10 SCFA, NHs-N, VOS
Fermenter:
pH-Wert, A-C: 1,25 mg/d (E1,25)
Versuchsphase 11-17 Redoxpotential, SCFA, | D-F: 2,5 mg/d (E2,5)
NH;-N, VOS G-J: 10 mg/d (E10)
K-L: 20 mg/d (E20)

2.3.2.2 Erythromycin und Reduktion der Trockensubstanz

In Versuch 8 wurde die Wirkung von Erythromycin alleine und in Kombination mit
einer Reduktion der Trockensubstanz auf den ungestorten mikrobiellen Dickdarm-
stoffwechsel untersucht. Wahrend alle Fermenter (A bis L) 10 mg Erythromycin pro
Tag erhielten, wurde in den Fermentern A bis C zusatzlich die Trockensubstanz des
zu fermentierenden Substrates auf 10 % (E10TS10), in den Fermentern D bis F auf
30 % (E10TS30) und in den Fermentern G bis | auf 60 % (E10TS60) im Vergleich zur
Kontrollphase reduziert. In den Fermentern J bis L wurde keine Reduktion der
Trockensubstanz vorgenommen (E10TS100) (Tab 2.7).

Tab. 2.7: Versuch 8: Versuchsaufbau und untersuchte Parameter vor und wahrend der
Erythromycin-Zugabe (E-Zugabe) und der Reduktion der Trockensubstanz

VEERIER ) VR Parameter E-Zugabe Substratmenge
phasen tage
Aquilibrierungs- 15 pH-Wert, i Fermenter:
phase Redoxpotential A-L:100 %
pH-Wert,
Redoxpotential, Fermenter:
Kontrollphase 6-10 SCFA, NHa-N, - A-L- 100 %
VOS
Fermenter:
D ert, | Fermenter: | A-C: 10 % (E10TS10)
Versuchsphase 11-17 SCEA pNH N ’ A-L:10 mg/d | D-F: 30 % (E10TS30)
VOS T G-I: 60 % (E10TS60)
J-L: 100 % (E10TS100)
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In Versuch 9 erfolgte die vergleichende Untersuchung der Faktoren Erythromycin
und Reduktion der Trockensubstanz alleine sowie in Kombination hinsichtlich ihrer
Wirkung auf den mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel. Die Fermenter A bis C wurden
uber den gesamten Versuchsverlauf nicht behandelt und dienten somit als Kontrolle
(K). Die Fermenter D bis F erhielten 10 mg Erythromycin pro Tag (E10TS100),
wahrend in den Fermentern G bis | die Trockensubstanz auf 30 % im Vergleich zur
Kontrollphase reduziert wurde (EOTS30). In den Fermenter J bis L wurde eine
Kombination der Faktoren Erythromycin (10 mg/d) und Reduktion der Trocken-
substanz (30 %) vorgenommen (E10TS30) (Tab 2.8).

Tab. 2.8: Versuch 9: Versuchsaufbau und untersuchte Parameter vor und wahrend der

Erythromycin-Zugabe (E-Zugabe) und der Reduktion der Trockensubstanz

Versuchs- | Versuchs- | p, . eter E-Zugabe Substratmenge
phasen tage
Aquilibrierungs- 1-5 pH-Wert, ) Fermenter:
phase Redoxpotential A-L:100 %
pH-Wert,
Redoxpotential, Fermenter:
Kontrollphase 6-10 SCFA, NHs-N, - A-L: 100 %
VOS
Fermenter: Fermenter:
gg;jvgfg),tential A-C. - A-C.100 % (K)
Versuchsphase 11-17 SCFA. NHa-N " | D-F: 10mg/d | D-F: 100 % (E10TS100)
VOS 0 G - G-I: 30 % (E0TS30)
J-L: 10mg/d J-L: 30 % (E10TS30)
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2.4 MessgroRen und analytische Methoden

Um die Einstellung eines kontinuierlichen Flielgleichgewichtes wahrend der
funftagigen Aquilibrierungsphase zu kontrollieren, wurden taglich pH-Wert und
Redoxpotential gemessen. Wahrend der Kontroll- und Versuchsphase erfolgte die
Probenentnahme zur Bestimmung der mikrobiellen Fermentationsparameter, wobei
die taglichen Produktionsraten der kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und
Butyrat, deren molare Anteile, die Ammoniak-Konzentrationen und die

Verdaulichkeiten der organischen Substanz erfasst wurden.

241 Messung von pH-Wert und Redoxpotential

Die Messungen von pH-Wert und Redoxpotential wurden unmittelbar vor dem

taglichen Beutelwechsel in der flissigen Phase der Fermenter vorgenommen.

Die Messung des pH-Wertes erfolgte Uber die Dauer von 30 Sekunden mit einem
pH-Meter (Digital-pH-Meter 646, Knick, Berlin, Deutschland) und einer Einstab-
messkette (Typ 408, Mettler Toledo, Steinbach, Deutschland). Die Eichung des pH-
Meters wurde taglich vor der ersten Messung mit einer Eichlésung fur den Bereich
pH 4 und mit einer weiteren Eichlésung flr den Bereich von pH 7 (pH-Puffer-

|I6sungen, Mettler Toledo, Steinbach, Deutschland) durchgefihrt.

Als Mal} fur die anaeroben Verhaltnisse in den Fermentern, wurde im Anschluss an
die Messung des pH-Wertes das Redoxpotential [mV] Uber die Dauer von 60
Sekunden ermittelt. Die Messung des Redoxpotentials erfolgte mit Hilfe eines pH-
Meters (Digital-pH-Meter 646, Knick, Berlin, Deutschland) und einer Einstabmess-
kette (Typ Pt 4805-S7/120, Mettler Toledo, Steinbach, Deutschland).

2.4.2 Bestimmung der Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren
(SCFA)

Zur Bestimmung der SCFA-Konzentrationen wurden wahrend der Kontroll- und der
Versuchsphase taglich ca. 7 ml aus jedem Uberlauf entnommen. In den Versuchen 3
bis 6 wurden am Starttag der Versuche zur Bestimmung der SCFA-Konzentrationen
in der Caecumflissigkeit des jeweiligen Pferdes zusatzlich jeweils ca. 7 ml frische

Caecumflissigkeit gewonnen. Die Proben wurden in Glasflaschchen abgefullt, mit
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Hilfe von Schraubdeckeln luftdicht verschlossen und bis zur weiteren Analyse bei
-20 °C aufbewahrt.

Die SCFA-Konzentrationen wurden mittels gaschromatographischer Messung
(Hewlett Packard, Gaschromatograph 5890 Il, Bdblingen, Deutschland) bestimmt.
Das Gerat ist mit einem automatischen Injektor (HP 7673 II) und einem FID
ausgestattet. Zur quantitativen Bestimmung wird ein Integrator (HP 3396 II)
verwendet (ENGELHARDT u. SALLMANN 1972).

Die tiefgefrorenen Proben aus den taglichen Uberlaufen wurden (ber Nacht im
Klhlschrank bei 4 °C aufgetaut. Jede Probe wurde fur 20 Minuten bei 4 °C und
40.000 g zentrifugiert (Sorvall RC-5C/ Rotor SM 24, Du Pont Instruments, Bad
Homburg, Deutschland). Anschlielend wurde jeweils 1 ml abpipettiert, mit 0,1 ml
98 %-iger Ameisensaure versetzt, durchmischt und nach zehnminutiger Wartezeit
erneut fur 10 Minuten bei 4.000 g zentrifugiert (Minifuge Il, Heraeus-Christ GmbH,
Osterode, Deutschland). Ein Milliliter des Uberstandes wurde in Rollrand-Ampullen
(1 ml Nutzvolumen, Fa. Kleinfeld, Hannover, Deutschland) gefullt und luftdicht
verschlossen. Fur die Analysen wurde eine selbst gepackte Glassaule (Lange 1,8 m,
Innendurchmesser 2 mm) verwendet. Als Fulllmaterial diente Chromosorb WAW
80/100 mesh mit 20 % Neopentyl-Glycol-Succinat (NPGS) und 2 % ortho-Phosphor-
saure (Anylat, Muahlheim, Deutschland). Zur Detektion der kurzkettigen Fettsauren
wurde ein FID verwendet. Die Flussraten der Brenngase Wasserstoff und
synthetische Luft betrugen 30 bzw. 420 ml/min. Als Tragerstoff wurde Stickstoff
(Reinheit 5,0) mit einem Gesamtfluss von etwa 25 ml/min verwendet. Um eine
schnellere Verdampfung der Probe zu erzielen, erfolgte die Trennung isotherm bei
einer Ofentemperatur von 130 °C, einer Injektortemperatur von 220 °C und einer

Detektortemperatur von 250 °C.

Die Berechnung der SCFA-Konzentrationen erfolgte Uber externe Standards (Fa.
Sigma, Deisenhofen, Deutschland), die kontinuierlich nach jeder zehnten Probe
gemessen wurden. Die taglichen Produktionsraten der einzelnen Kkurzkettigen
Fettsauren (Acetat, Propionat, Butyrat) [mmol/d] wurden aus den Konzentrationen

der jeweiligen kurzkettigen Fettsdure [mmol/l] und den taglichen Uberlaufen [ml/d]

31



Material und Methoden

berechnet. Die molaren Anteile an Acetat, Propionat und Butyrat wurden aus dem

jeweiligen Anteil an den gemessenen SCFA-Konzentrationen ermittelt.

2.4.3 Bestimmung der Ammoniak-Konzentration

Zur Bestimmung der Ammoniak-Konzentration wurden von jedem Uberlauf ca. 3 ml
in Glasflaschchen abgefullt, luftdicht verschlossen und bei -20 °C aufbewahrt. Die
Probenanalyse erfolgte photometrisch mit der Harnstoff-Test-Kombination (Roche,
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Bei dieser Reaktion bilden die Ammonium-
ionen mit Phenol und Hypochlorit einen Farbstoffkomplex, dessen Absorption bei
einer Wellenlange von 546 nm im Photometer (Spectrophotometer DU® 640,

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen wurde.

2.4.4 Bestimmung der Verdaulichkeit der organischen Substanz

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden, wurden die Nylonbeutel aus den
Fermentern herausgenommen und zweimal mit jeweils 10 ml vorgewarmter
Pufferlosung gewaschen. Wahrend die flissige Phase wieder in den jeweiligen
Fermenter zurlickgegeben wurde, erfolgte die Aufbewahrung der Beutel bis zur
weiteren Analyse bei -20 °C. Zur Ermittlung der Verdaulichkeit der organischen
Substanz wurden die Beutel fur 48 Stunden bei 65 °C im Trockenschrank (D 06062,
Modell 600, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland) bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. Nach der Abkihlung auf Raumtemperatur erfolgte die
Rickwaage der Beutel. AnschlieBend wurde der Beutelinhalt in einen Tiegel
gegeben und bei 600 °C uber 24 Stunden in einem Muffelofen (Typ M110, Heraeus,
Hanau, Deutschland) verascht. Zur Abkuhlung wurde der Tiegel in einem Exsikkator
aufbewahrt und anschlie®end wurde das Gewicht der Rohasche ermittelt. Die
Verdaulichkeit der organischen Substanz wurde nach KELLNER et al. (1984) aus der
Differenz der Trockenmasse und des Rohaschegehaltes des Beutelinhaltes vor und
nach der Inkubation tUber 48 Stunden berechnet. Die Berechnung der Verdaulichkeit

der organischen Substanz erfolgte nach folgender Formel:
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Verdaulichkeit (%) = (I_TF) x 100

I: Eingewogene Substratmenge in g organischer Substanz

F: Ruckgewogene Substratmenge in g organischer Substanz

2.4.5 Bestimmung der Erythromycin-Konzentration im Caecuminhalit

Um die Erythromycin-Konzentration im Caecuminhalt eines Pferdes zu bestimmen,
wurde einer vierjahrigen Warmblutstute in der Klinik fir Pferde der Tierarztlichen
Hochschule Hannover Uber die Dauer von 5 Tagen Erythromycin-Ethylsuccinat
(1,25 mg/kg KG alle acht Stunden) oral verabreicht. Diese Dosierung richtete sich
nach der von GUSTAFSSON et al. (1997) verwendeten Dosierung, mit der die
Typhlocolitis experimentell induziert werden konnte. Direkt nach der Tétung des
Pferdes wurde der Caecuminhalt entnommen und mittels Gazefiltration erfolgte die
Trennung der flissigen Phase von der Partikelphase. Anschliefend wurden ca.
500 g der Partikelphase in ein 500 ml Weithalsflaschchen abgefullt und bei -20 °C
eingefroren. Die Bestimmung der Erythromycin-Konzentration erfolgte am Institut fur
Umweltanalytik der Universitat Duisburg-Essen. Der Versand wurde auf Trockeneis
vorgenommen. Die Analyse mittels Festphasenextraktion, chromatographischer
Trennung und Massenspektrometer kam zu dem Ergebnis, dass pro Kilogramm
Caecuminhalt 20 £+ 3 mg Erythromycin enthalten waren. Des Weiteren wurde ein
Metabolit des Erythromycins (Anhydroerythromycin) nachgewiesen. Die Konzen-
tration dieser Substanz lag in derselben Grélkenordnung wie die des Erythromycins,

Anhydroerythromycin ist jedoch antibiotisch nicht aktiv.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Messergebnisse, die mit Hilfe der Colon-
Simulationstechnik gewonnen wurden, erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS®
(Version 9.1) fiir Windows® und der Prozedur GLM.

In Versuchsreihe 1 wurden die mittleren Kurvenhéhen (Mittelwert der Messergeb-

nisse aus allen Fermentern eines Versuches von Tag 6 bis Tag 10) der einzelnen
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Versuche mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse fur unabhangige Stichproben
im Faktor Versuch und verbundene Stichproben im Faktor Zeit miteinander
verglichen. Um herauszufinden, welche Einzelversuche sich paarweise
unterscheiden, wurden t-verteilte PrufgroRen (SAS-Option PDIFF im SAS-GLM-
Befehl LSMEANS) verwendet. Zusatzlich wurde der Einfluss der Zeit als Faktor mit
verbundenen Stichproben mittels eines globalen F-Tests untersucht.

In Versuchsreihe 2 wurden entsprechend der Versuchsreihe 1 die mittleren
Kurvenhohen (Mittelwert der Messergebisse aus den 3 Fermentern eines
Versuchsansatzes von Tag 10 bis Tag 17) der einzelnen Versuchsansatze
miteinander verglichen. Die verschiedenen Behandlungen entsprachen in Versuch 7
Erythromycin, in Versuch 8 Reduktion der Trockensubstanz und in Versuch 9

Erythromycin und Reduktion der Trockensubstanz.

Die zu fordernde Voraussetzung der Normalverteilung der Residuen wurde geprift
und bestatigt. Ab einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit der PrifgroRen (p-Werte)
von kleiner 5 % (p < 0,05) wurde ein Unterschied als signifikant bezeichnet. Die
Ergebnisse sind im Text als Mittelwerte mit der dazugehoérigen Standardabweichung
(x = SD) aufgefuhrt.
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3 Ergebnisse

Als MessgroRen zur Beurteilung der mikrobiellen Fermentation wurden die pH-Werte,
Redoxpotentiale, Produktionsraten der kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und
Butyrat, deren molare Anteile, Ammoniak-Konzentrationen und die Verdaulichkeiten
der organischen Substanz bestimmt. Die Ergebnisse zur Signifikanz der globalen
F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse und zum paarweisen Vergleich der
Mittelwerte mit t-verteilten PrifgrolRen sind unterhalb der jeweiligen Graphik
aufgefuhrt. Die Einzelwerte aller Versuche sind den Tabellen im Anhang zu

entnehmen.

3.1 Versuchsreihe 1: Etablierung der Colon-Simulationstechnik

In Versuchsreihe 1 erfolgte die Etablierung der Colon-Simulationstechnik zur
Untersuchung des mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels beim Pferd. HierfUr wurden
vier identisch aufgebaute Versuche (3 bis 6) durchgeflihrt, wobei in den Versuchen 3,
4 und 6 sechs Fermenter und in Versuch 5 zwolf Fermenter gleichzeitig inkubiert
wurden. Die Messergebnisse wurden fur jeden Versuch als Mittelwert und Standard-
abweichung (x * SD) angegeben. Zur Darstellung der Variabilitat innerhalb der

einzelnen Versuche erfolgte die Berechnung der Variationskoeffizienten.

3.1.1 pH-Wert

Die pH-Werte der Versuche 3 bis 6 lagen im Mittel bei 6,62 £ 0,11 (Versuch 3), 6,63
+ 0,06 (Versuch 4), 6,63 = 0,05 (Versuch 5) und 6,59 + 0,07 (Versuch 6). Zwischen
den Versuchen konnte kein signifikanter Unterschied im pH-Wert festgestellt werden.
Auch der Faktor Zeit hatte keinen Einfluss auf den pH-Wert (Abb. 3.1). Die

Variationskoeffizienten lagen zwischen 0,8 % (Versuch 5) und 1,7 % (Versuch 3).
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8
Zeit [d]

B Versuch 3 @ Versuch 4 @ Versuch 5 B Versuch 6

Abb. 3.1: pH-Werte in den Versuchen 3, 4, 5und 6 (x * SD; Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch
5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Versuch n.s., Faktor Zeit n.s.

3.1.2 Redoxpotential

Die Redoxpotentiale lagen in Versuch 3 im Mittel bei -202 £ 20 mV, in Versuch 4 bei
-209 £ 19 mV, in Versuch 5 bei -216 £ 18 mV und in Versuch 6 bei -197 + 14 mV. In
Versuch 5 waren die Redoxpotentiale im Mittel signifikant hoher als in Versuch 6.
Auch in Bezug auf das Redoxpotential konnte kein Einfluss der Zeit festgestellt
werden (Abb. 3.2). Fur das Redoxpotential wurden Variationskoeffizienten zwischen
7,1 % (Versuch 6) und 9,9 % (Versuch 3) ermittelt.
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Redoxpotential [mV]

‘ B Versuch 3 @ Versuch 4 @ Versuch 5 B Versuch 6 ‘

Abb. 3.2: Redoxpotentiale [mV] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (X + SD; Versuch 3, 4, 6:
n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zwei-
faktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s.; paarweiser Vergleich
der Mittelwerte mit t-verteilten PrufgroRen (p < 0,05): Versuch 5 vs. Versuch 6

3.1.3 SCFA-Produktionsraten

Die SCFA-Produktionsraten betrugen im Mittel 1,49 £ 0,14 mmol/d (Versuch 3), 1,36
+ 0,17 mmol/d (Versuch 4), 1,52 £ 0,06 mmol/d (Versuch 5) und 1,61 £ 0,08 mmol/d
(Versuch 6). Die varianzanalytische Auswertung ergab in Versuch 4 im Vergleich zu
den Versuchen 5 und 6 signifikant niedrigere SCFA-Produktionsraten. Es konnte
jedoch kein Einfluss der Zeit nachgewiesen werden (Abb. 3.3). Die Variations-
koeffizienten flr die SCFA-Produktionsraten lagen zwischen 3,9 % (Versuch 5) und
12,5 % (Versuch 4).
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Abb. 3.3: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (x % SD;
Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests
aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrufgroBen (p < 0,05): Versuch 4 vs.
Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 6

3.1.4 Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

Die Acetat-Produktionsraten lagen in den Versuchen 3 (0,92 + 0,08 mmol/d) und 4
(0,88 £ 0,12 mmol/d) signifikant unter den Acetat-Produktionsraten in den Versuchen
5 (1,04 £ 0,05 mmol/d) und 6 (1,10 = 0,06 mmol/d). Auch hier konnte kein Einfluss
der Zeit nachgewiesen werden (Abb. 3.4). Die Variationskoeffizienten befanden sich

in einem Bereich zwischen 4,8 % (Versuch 5) und 13,6 % (Versuch 4).
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Abb. 3.4: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (x % SD;
Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests
aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05): Versuch 3 vs.
Versuch 5; Versuch 3 vs. Versuch 6; Versuch 4 vs. Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 6

In Versuch 3 (0,42 = 0,05 mmol/d) wurden signifikant hohere Propionat-
Produktionsraten verglichen mit den Versuchen 4 (0,37 £ 0,04 mmol/d), 5 (0,31
0,01 mmol/d) und 6 (0,36 £ 0,01 mmol/d) nachgewiesen. Des Weiteren wurden in
den Versuchen 4 und 6 signifikant héhere Propionat-Produktionsraten gegentber
Versuch 5 festgestellt. Der Faktor Zeit hatte keinen Einfluss auf die Propionat-
Produktionsraten (Abb. 3.5). Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 2,8 %
(Versuch 6) und 11,9 % (Versuch 3).
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Propionat [mmol/d]
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Abb. 3.5: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (x % SD;
Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests
aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s,;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): Versuch 3 vs.

Versuch 4; Versuch 3 vs. Versuch 5; Versuch 3 vs. Versuch 6; Versuch 4 vs. Versuch 5;
Versuch 5 vs. Versuch 6

Die Butyrat-Produktionsraten lagen in Versuch 5 (0,17 + 0,02 mmol/d) signifikant
uber den Butyrat-Produktionsraten in den Versuchen 3 (0,14 + 0,02 mmol/d), 4 (0,11
1 0,02 mmol/d) und 6 (0,15 = 0,01 mmol/d). Im Vergleich zu Versuch 4 wurden in den
Versuchen 3 und 6 signifikant hohere Butyrat-Produktionsraten nachgewiesen. Der
Faktor Zeit hatte keinen Einfluss auf die Produktionsraten des Butyrats (Abb. 3.6).
Far die Butyrat-Produktionsraten wurden Variationskoeffizienten zwischen 6,7 %
(Versuch 6) und 18,2 % (Versuch 4) ermittelt.
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Abb. 3.6: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (x + SD;
Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests
aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s,;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): Versuch 3 vs.
Versuch 4; Versuch 3 vs. Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 6;
Versuch 5 vs. Versuch 6

3.1.5 Molare Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

In den Abbildungen 3.7 bis 3.10 sind die molaren Anteile der kurzkettigen Fettsauren
Acetat, Propionat und Butyrat flr jeden Versuch einzeln dargestellt. Am Beispiel von
Versuch 3 (Abb. 3.7) wird ersichtlich, dass sich das Verhaltnis der kurzkettigen
Fettsduren wahrend der Inkubation im Cositec-System gegenuber dem Starttag bzw.
der In-vivo-Situation im Caecum des Pferdes veranderte, die molaren Anteile an
Acetat, Propionat und Butyrat jedoch Uber die Dauer der Kontrollphase konstant
blieben. Am Starttag dieses Versuches lag das prozentuale Verhaltnis von Acetat,
Propionat und Butyrat bei 71 : 21 : 8. Wahrend der Inkubation im Cositec-System
konnte eine Verminderung des molaren Anteils an Acetat auf 61 % am ersten Tag
der Kontrollphase beobachtet werden. Die Abnahme des Acetat-Anteils erfolgte
zugunsten des molaren Anteils an Propionat, welcher am ersten Tag der Kontroll-
phase 29 % betrug. Im Gegensatz dazu blieb der molare Anteil an Butyrat nahezu

unverandert. Die Variationskoeffizienten lagen in diesem Versuch zwischen 1,35 %
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Abb. 3.9: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat am Start-
tag des Versuches (in vivo) und wahrend der Kontrollphase von Versuch 5 (x + SD; n =12)
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Abb. 3.10: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat am
Starttag des Versuches (in vivo) und wahrend der Kontrollphase von Versuch 6 (x * SD;

n=6)
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3.1.6 Ammoniak-Konzentration

In Versuch 4 (8,3 + 0,9 mmol/l) wurden signifikant niedrigere Ammoniak-
Konzentrationen im Vergleich zu den Versuchen 3 (9,1 £ 0,3 mmol/l), 5 (9,4 £ 0,4
mmol/l) und 6 (9,3 £ 0,4 mmol/l) nachgewiesen. Es konnte jedoch kein Einfluss der
Zeit beobachtet werden (Abb. 3.11). Die Variationskoeffizienten befanden sich in

einem Bereich zwischen 3,5 % (Versuch 3) und 10,5 % (Versuch 4).

12,0

10,0 -
8,0 -
6,0 -

4,0 -

Ammoniak [mmol/I]

2,0 -

0,0

6 7 8 9 10
Zeit [d]

0 Versuch 3 B Versuch 4 B Versuch 5 B Versuch 6

Abb. 3.11: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6 (x %+ SD;
Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests
aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s,;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05): Versuch 3 vs.
Versuch 4; Versuch 4 vs. Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 6

3.1.7 Verdaulichkeit der organischen Substanz

Im Vergleich zu den Versuchen 5 (14,6 £ 0,6 %) und 6 (14,2 + 0,6 %) konnten in den
Versuchen 3 (16,6 £ 1,5 %) und 4 (16,9 + 1,1 %) signifikant hohere Verdaulichkeiten
der organischen Substanz ermittelt werden. Der Faktor Zeit libte keinen Einfluss auf
die Verdaulichkeiten der organischen Substanz aus (Abb. 3.12). Die Variations-

koeffizienten lagen zwischen 4,1 % (Versuch 5) und 9,0 % (Versuch 3).

44



Ergebnisse

25,0

20,0 -

15,0 -

10,0 -

Verdaulichkeit der OS [%]
(3]
°

Bt
=)

8
Zeit [d]

0 Versuch 3 B Versuch 4 B Versuch 5 B Versuch 6

Abb. 3.12: Verdaulichkeiten der organischen Substanz [%] in den Versuchen 3, 4, 5 und 6
(x + SD; Versuch 3, 4, 6: n = 6; Versuch 5: n = 12); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen
F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Versuch p < 0,05, Faktor Zeit n.s;
paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): Versuch 3 vs.
Versuch 5, Versuch 3 vs. Versuch 6; Versuch 4 vs. Versuch 5; Versuch 4 vs. Versuch 6
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3.2 Versuchsreihe 2: Erythromycin und Reduktion der

Trockensubstanz

3.2.1 Wirkung von Erythromycin auf den mikrobiellen Stoffwechsel

Zur Charakterisierung des Einflusses von Erythromycin auf den ungestorten
mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel im Cositec-System wurden in Versuch 7 vier
unterschiedliche Dosierungen (1,25, 2,5, 10 und 20 mg/d) des Antibiotikums gewahlt,

wobei jeweils drei Fermenter die gleiche Dosierung erhielten (x + SD).

3.2.1.1 pH-Wert

Wahrend der Kontrollphase betrugen die pH-Werte im Mittel 6,35 + 0,08 und wiesen
keine gerichteten Veranderungen wahrend der funf Versuchstage auf. Mit Beginn der
unterschiedlichen Erythromycin-Zugaben wurden keine signifikanten Unterschiede
zur Kontrollphase ermittelt (Abb. 3.13).

Kontrollphase Versuchsphase

6,60

6,40 -

6,20

pH-Wert

6,00

5,80

6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17
Zeit [d]

\—9—51,25 —e—E25 —AF10 —e—Ezo\

Abb. 3.13: pH-Werte vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (x * SD; Kontrollphase:
n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der
zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung n.s., Faktor Zeit n.s., Wechselwirkung
Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 = 1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 =
20 mg E/d)
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3.2.1.2 Redoxpotential

Die Erythromycin-Zugabe bewirkte in allen Versuchsansatzen einen zeitabhangigen
Abfall des Redoxpotentials von im Mittel -124 + 29 mV wahrend der Kontrollphase
auf -29 + 28 mV am 15. Versuchstag (p < 0,05). Ein Einfluss der unterschiedlichen
Dosierungen auf das Redoxpotential konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.14).

50 Kontrollphase Versuchsphase

-50 1

-100 T : I

-150 -

Redoxpotential [mV]

-200

-250 T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —®_E25 —4A E10 —6—E20

Abb. 3.14: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (x * SD;
Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-
Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung n.s., Faktor Zeit p < 0,05,
Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 = 1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d; E10 =
10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

3.2.1.3 SCFA-Produktionsraten

Die SCFA-Produktionsraten lagen wahrend der Kontrollphase im Mittel bei 1,73 %
0,12 mmol/d und waren im Vergleich zwischen den einzelnen Versuchstagen durch
eine hohe Konstanz gekennzeichnet. Trotz Erythromycin-Zugabe konnten wahrend
der Versuchsphase keine gerichteten Veranderungen in den Produktionsraten der
kurzkettigen Fettsauren im Vergleich zur Kontrollphase festgestellt werden (Abb.
3.15).
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Kontrollphase Versuchsphase

2,50

2,00

1,50

1,00

SCFA [mmol/d]

0,50

0,00 T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —e_E2,5 —4 E10 —o—E20

Abb. 3.15: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x = SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung n.s., Faktor
Zeit n.s., Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 = 1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d;
E10 =10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

3.2.1.4 Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

Die Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und

Butyrat veranderten sich durch die Zugabe von Erythromycin unterschiedlich.

Fur Acetat wurden wahrend der Kontrollphase mittlere Produktionsraten von
1,18 £ 0,09 mmol/d gemessen. Auch hier konnte zwischen den einzelnen Versuchs-
tagen eine hohe Konstanz festgestellt werden. Durch die Zugabe von Erythromycin
traten ebenfalls keine gerichteten Veranderungen gegenuber der Kontrollphase auf
(Abb. 3.16).
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Kontrollphase Versuchsphase
2,00

1,60

1,20 -

0,80

Acetat [mmol/d]

0,40 -

0,00 T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —e_E25 —4A E10 —o—E20

Abb. 3.16: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung n.s., Faktor
Zeit n.s., Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 = 1,25 mg E/d; E 2,5 = 2,5 mg E/d;
E10 =10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

Im Gegensatz dazu bewirkte die Erythromycin-Zugabe einen Abfall der Propionat-
Produktionsraten. Diese sanken durch die Zugabe der beiden niedrigen Dosierungen
(E1,25; E2,5) von im Mittel 0,42 + 0,04 mmol/d wahrend der Kontrollphase auf 0,24 +
0,03 mmol/d am 14. Versuchstag ab. In beiden Versuchsansatzen konnte ab dem
15. Versuchstag wieder ein leichter Anstieg der Propionat-Produktionsraten
verzeichnet werden (Tag 17: 0,35 £ 0,03 mmol/d). Im Vergleich dazu bewirkte die
Zugabe der beiden hohen Dosierungen (E10; E20) einen starkeren Abfall der
Propionat-Produktionsraten (Tag 15: 0,14 + 0,01 mmol/d) (p < 0,05). Des Weiteren
waren der Einfluss der Zeit sowie die Wechselwirkung zwischen der Behandlung und
der Zeit signifikant (Abb. 3.17).

49



Ergebnisse

Kontrollphase Versuchsphase

0,60
0,50 -

0,40 -

0,30 -

0,20

Propionat [mmol/d]

0,10

0,00 T T T T T T T T T T T

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —e_E25 —4A E10 —o—E20

Abb. 3.17: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung p < 0,05,
Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der
Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): E1,25 vs. E10; E1,25 vs. E20; E2,5 vs.
E10; E2,5 vs. E20; (E1,25= 1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 = 20 mg
E/d)

Ein anderes Bild zeigte sich bei der Betrachtung der Butyrat-Produktionsraten. Diese
lagen wahrend der Kontrollphase im Mittel bei 0,14 £ 0,01 mmol/d und zeichneten
sich ebenfalls durch eine hohe Konstanz zwischen den einzelnen Versuchstagen
aus. Die Zugabe von Erythromycin bewirkte ab dem 13. Versuchstag einen Anstieg
der Butyrat-Produktionsraten auf 0,23 + 0,01 mmol/d (E2,5) (Tag 15) bzw. 0,27 +
0,02 mmol/d (E10; E20) (Tag 17). Ab dem 15. Versuchstag fihrte die Zugabe von
1,25 mg E/d ebenfalls zu einem kontinuierlichen Anstieg der Butyrat-Produktions-
raten (Tag 17: 0,19 = 0,01 mmol/d). Durch die Zugabe der beiden hohen
Dosierungen (E10; E20) wurden die Butyrat-Produktionsraten signifikant gegentber
der niedrigsten Dosierung (E1,25) erhdoht. Des Weiteren konnten bei einer Zugabe
von 10 mg E/d signifikant hohere Butyrat-Produktionsraten verglichen mit einer
Zugabe von 2,5 mg E/d nachgewiesen werden. Neben der Behandlung lagen ein
signifikanter Einfluss der Zeit sowie eine signifikante Wechselwirkung zwischen

beiden Faktoren vor (Abb. 3.18).

50



Ergebnisse

Kontrollphase Versuchsphase
0,35

0,30
0,25 -
0,20
0,15 -
0,10
0,05
0,00 T T T T T T T T T T T

Butyrat [mmol/d]

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —e—E2,5 —A—E10 —e—Ezo\

Abb. 3.18: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x = SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung p < 0,05,
Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der
Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): E1,25 vs. E10; E1,25 vs. E20; E2,5 vs.
E10; (E1,25=1,25mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

3.2.1.5 Molare Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

In den Abbildungen 3.19 bis 3.22 sind die Veranderungen der molaren Anteile der
kurzkettigen Fettsauren, die im Zuge der unterschiedlichen Erythromycin-Zugaben zu
beobachten waren, fur jede Dosierung einzeln dargestellt. Wahrend der Kontroll-
phase betrug das prozentuale Verhaltnis von Acetat, Propionat und Butyrat im Mittel
68 : 24 : 8. Durch die Zugabe der beiden hohen Dosierungen (E10; E20) wurde eine
Zunahme des molaren Anteils an Acetat gegenuber der Zugabe von 2,5 mg E/d
hervorgerufen (p < 0,05). Der Einfluss der Zeit war ebenfalls signifikant, es konnte
jedoch keine Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren festgestellt werden.
Wahrend der molare Anteil an Propionat durch die Zugabe der hohen Dosierungen
(E10; E20) verglichen mit den niedrigen Dosierungen (E1,25; E2,5) reduziert wurde
(p < 0,05), stieg der molare Anteil an Butyrat durch die Zugabe der hohen
Dosierungen im Vergleich zu den niedrigen Dosierungen an (p < 0,05). Daneben

hatte der Faktor Zeit sowohl einen signifikanten Einfluss auf den molaren Anteil an
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Propionat als auch auf den molaren Anteil an Butyrat. Die Wechselwirkung zwischen

100
8

[%] v49S si183uy asejow

der Behandlung und der Zeit war ebenfalls signifikant.

11

Kontroll-

phase

Zeit [d]

‘Dmmwt@PmmmwtleWm‘

Abb. 3.19: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis Tag 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Zugabe von 1,25 mg

Erythromycin pro Tag (E1,25) (x + SD; n=3)

Kontroll-
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phase

Zeit [d]

‘mmmthPmmmwtleWm‘

Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor

(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Zugabe von 2,5 mg

Erythromycin pro Tag (E2,5) (¥ £ SD; n=3)

Abb. 3.20:
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100
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‘ £ Acetat @ Propionat @ Butyrat ‘

Abb. 3.21: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Zugabe von 10 mg
Erythromycin pro Tag (E10) (x £ SD; n=3)

100

molare Anteile SCFA [%]

e =@ EE B | ;M

13 14 15 16 17

Kontroll-
phase

Zeit [d]

‘ B8 Acetat @ Propionat m Butyrat ‘

Abb. 3.22: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) einer Zugabe von 20 mg
Erythromycin pro Tag (E20) (x + SD; n = 3)
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3.2.1.6 Ammoniak-Konzentration

Wahrend der Kontrollphase ergaben die Messungen der Ammoniak-Konzentrationen
fur alle Versuchsansatze einen mittleren Wert von 7,9 + 0,7 mmol/l. Durch die
Zugabe von Erythromycin sanken die Ammoniak-Konzentrationen in allen Versuchs-
ansatzen bis zum 14. Versuchstag auf 6,2 £+ 0,4 mmol/l ab, wobei ab dem 15.
Versuchstag wieder ein kontinuierlicher Anstieg bis zum Ausgangsniveau
verzeichnet werden konnte. Die varianzanalytische Auswertung ergab einen
signifikanten Einfluss der Zeit, jedoch weder einen Einfluss der Behandlung noch

eine Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren (Abb. 3.23).

10.0 Kontrollphase Versuchsphase

8,0 -

6,0

4,0

Ammoniak [mmol/I]

2,0

0,0 T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —e—FE25 —A—E10 —e—ezo\

Abb. 3.23: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung n.s., Faktor
Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 = 1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg
E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

3.2.1.7 Verdaulichkeit der organischen Substanz

Die Verdaulichkeiten der organischen Substanz betrugen wahrend der Kontrollphase
im Mittel 13,1 £ 3,2 %. Die Erythromycin-Zugabe flhrte in allen Versuchsansatzen zu
einem zeitabhangigen Anstieg der Verdaulichkeiten der organischen Substanz auf im
Mittel 18,6 £ 1,2 % am 17. Versuchstag (p < 0,05). Es konnte jedoch weder ein

Einfluss der Behandlung noch eine Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren
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nachgewiesen werden (Abb. 3.24).

Kontrollphase Versuchsphase

Verdaulichkeit der OS [%]

Al
=}

6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17
Zeit [d]

O E125 —e—E25 —A E10 —e—Ezo‘

Abb. 3.24: Verdaulichkeiten der organischen Substanz [%] vor und wahrend der
Erythromycin-Zugabe (X * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse
zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor
Behandlung n.s., Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s.; (E1,25 =1,25
mg E/d; E2,5 =2,5 mg E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)

3.2.2 Wirkung von Erythromycin in Kombination mit einer Reduktion

der Trockensubstanz auf den mikrobiellen Stoffwechsel

Um die Veranderungen aufzuzeigen, die im Zuge einer Erythromycin-Zugabe in
Kombination mit einer Reduktion der Trockensubstanz im mikrobiellen Dickdarm-
stoffwechsel auftreten, wurden alle Fermenter im Anschluss an die Kontrollphase
uber die Dauer von sieben Tagen mit 10 mg Erythromycin pro Tag behandelt.
Zusatzlich wurde die Trockensubstanz in Fermenter A bis C auf 10 % (E10TS10), in
Fermenter D bis F auf 30 % (E10TS30) und in Fermenter G bis | auf 60 %
(E10TS60) im Vergleich zur Kontrollphase reduziert. Die Fermenter J bis L wurden
ausschlieBlich mit Erythromycin behandelt, eine Reduktion der Trockensubstanz

wurde nicht vorgenommen (E10TS100).
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3.2.2.1 pH-Wert

Wahrend der Kontrollphase lagen die pH-Werte im Mittel bei 6,48 £ 0,11. Der
starkste Anstieg des pH-Wertes wurde durch die Reduktion der Trockensubstanz auf
10 % (E10TS10) hervorgerufen (17. Versuchstag: 7,45 + 0,12) (p < 0,05). Auch in
den Fermentern der Versuchsansatze E10TS30, E10TS60 und E10TS100 konnte
ein Anstieg des pH-Wertes beobachtet werden (Tag 17: 6,86 = 0,11), wobei
zwischen diesen Versuchsansatzen kein signifikanter Unterschied vorlag. Des
Weiteren waren der Einfluss der Zeit sowie die Wechselwirkung zwischen der
Behandlung und der Zeit signifikant (Abb. 3.25).

Kontrollphase Versuchsphase

7,60 W

6 7 8 9 0 M 12 13 14 15 16 17
Zeit [d]

‘ —A—E10TS10 ——E10TS30 —k— E10TS60 —A— E10TS100 ‘

Abb. 3.25: pH-Werte vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der
Trockensubstanz (x = SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur
Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung
p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser
Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroBen (p < 0,05): E10TS10 vs. E10TS30;
E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10 vs. E10TS100; (E10TS10 = 10 mg E/d 10 % TS; E10TS30
=10 mg E/d 30 % TS; E10TS60 = 10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

3.2.2.2 Redoxpotential

Die Messwerte flr das Redoxpotential lagen wahrend der Kontrollphase im Mittel bei
-265 + 18 mV. Im weiteren Versuchsverlauf nahm das Redoxpotential in allen
Versuchsansatzen signifikant positivere Werte im Vergleich zur Kontrollphase an

(Tag 17: - 82 + 48 mV). Zwischen den einzelnen Versuchsansatzen konnte jedoch
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kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (Abb. 3.26).

100 Kontrollphase Versuchsphase
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‘ —A—E10TS10 ——E10TS30 —k—E10TS60 —A— E10TS100

Abb. 3.26: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und der
Reduktion der Trockensubstanz (x * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung n.s., Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit n.s,;
(E10TS10 =10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS; E10TS60 = 10 mg E/d 60
% TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

3.2.2.3 SCFA-Produktionsraten

Die SCFA-Produktionsraten betrugen wahrend der Kontrollphase im Mittel 1,64 +
0,13 mmol/d und wiesen zwischen den einzelnen Versuchstagen eine hohe
Konstanz auf. Im Zuge der unterschiedlichen Behandlungen konnte in allen
Versuchsansatzen eine Verminderung der SCFA-Produktionsraten beobachtet
werden. Die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % (E10TS10) fuhrte zu einer
stetigen Abnahme der SCFA-Produktionsraten auf 0,18 += 0,06 mmol/d am 17.
Versuchstag. Im Vergleich dazu war die Abnahme der SCFA-Produktionsraten durch
die Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % (E10TS30) geringer ausgepragt (Tag
17: 0,43 £ 0,08 mmol/d) (p < 0,05). Die geringste Verminderung der SCFA-
Produktionsraten wurde durch die Reduktion der Trockensubstanz auf 60 %
(E10TS60) und die alleinige Erythromycin-Zugabe (E10TS100) hervorgerufen (Tag
17: 0,83 £ 0,22 mmol/d) (p < 0,05), wobei zwischen diesen beiden Versuchsansatzen

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. Neben der Behandlung
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waren der Einfluss der Zeit sowie die Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren
signifikant (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und
der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit
p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05):
E10TS10 vs. E10TS30; E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10 vs. E10TS100; E10TS30 vs.
E10TS60; E10TS30 vs. E10TS100; (E10TS10 = 10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d
30 % TS; E10TS60 = 10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

3.2.2.4 Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei der Betrachtung der Produktionsraten des
Acetats. Wahrend der Kontrollphase lagen diese im Mittel bei 1,03 £ 0,09 mmol/d
und zeichneten sich ebenfalls durch eine hohe Konstanz zwischen den Versuchs-
tagen aus. Im Zuge der unterschiedlichen Behandlungen konnte ein Abfall der
Acetat-Produktionsraten auf 0,18 + 0,06 mmol/d (E10TS10), 0,43 + 0,08 mmol/d
(E10TS30) und 0,67 + 0,18 mmol/d (E10TS60, E10TS100) am 17. Versuchstag
beobachtet werden (p < 0,05). Dabei wurden die Acetat-Produktionsraten durch die
Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % signifikant gegenliber den anderen
Versuchsansatzen erniedrigt. Des Weiteren fihrte die Reduktion der Trocken-

substanz auf 30 % zu einer signifikanten Abnahme der Acetat-Produktionsraten
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gegenuber der Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % und der alleinigen
Erythromycin-Zugabe, wahrend zwischen diesen beiden Versuchansatzen kein
Unterschied nachgewiesen werden konnte. Der Einfluss der Zeit und die
Wechselwirkung zwischen der Behandlung und der Zeit waren signifikant
(Abb. 3.28).
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Abb. 3.28: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und
der Reduktion der Trockensubstanz (x * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit
p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05):
E10TS10 vs. E10TS30; E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10 vs. E10TS100; E10TS30 vs.
E10TS60; E10TS30 vs. E10TS100; (E10TS10 = 10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d
30 % TS; E10TS60 = 10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

Ausgehend von einer mittleren Propionat-Produktionsrate von 0,44 + 0,09 mmol/d
(Kontrollphase) fuhrte die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % (E10TS10) und
30 % (E10TS30) zu einer starken Verminderung der Propionat-Produktionsraten
(p < 0,05), so dass diese ab dem 15. (E10TS10) bzw. 17. Versuchstag (E10TS30)
unterhalb der Nachweisgrenze lagen. In den ubrigen Versuchsansatzen (E10TS60;
E10TS100) sanken die Propionat-Produktionsraten kontinuierlich auf im Mittel 0,10 +
0,03 mmol/d (Tag 17) ab (p < 0,05). Die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 %
bewirkte eine signifikante Verminderung der Propionat-Produktionsraten gegenlber

der alleinigen Erythromycin-Zugabe. Aul3erdem konnte ein signifikanter Einfluss der
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Zeit nachgewiesen werden, wahrend die Wechselwirkung zwischen der Behandlung
und der Zeit nicht signifikant war (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit n.s.; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroBen (p < 0,05):
E10TS10 vs. E10TS100; (E10TS10 =10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS;
E10TS60 =10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

Wahrend der Kontrollphase lagen die Butyrat-Produktionsraten im Mittel bei 0,17 +
0,01 mmol/d. Durch die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % (E10TS10) bzw.
30 % (E10TS30) konnte ein signifikanter Abfall der Butyrat-Produktionsraten im
Vergleich zu den beiden anderen Versuchsansatzen (E10TS60, E10TS100)
beobachtet werden. Hierbei wurde die Nachweisgrenze des Butyrats am 13.
Versuchstag (E10TS10) bzw. am 17. Versuchstag (E10TS30) unterschritten. Im
Zuge der Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % und der alleinigen Zugabe von
Erythromycin reduzierten sich die Butyrat-Produktionsraten bis zum 17. Versuchstag
auf 0,05 £ 0,05 mmol/d (E10TS60) bzw. 0,08 + 0,03 mmol/d (E10TS100), wobei
zwischen diesen beiden Versuchsansatzen kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden konnte. Dartber hinaus lagen ein signifikanter Einfluss der Zeit sowie eine

signifikante Wechselwirkung zwischen der Behandlung und der Zeit vor (Abb. 3.30).
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Abb. 3.30: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05):
E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10 vs. E10TS100; E10TS30 vs. E10TS60; E10TS30 vs.
E10TS100; (E10TS10 = 10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS; E10TS60 =
10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)

3.2.2.5 Molare Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

In den Abbildungen 3.31 bis 3.34 sind die Veranderungen der molaren Anteile der
kurzkettigen Fettsauren, die im Zuge der unterschiedlichen Behandlungen zu
beobachten waren, flr jede Behandlung einzeln dargestellt. Wahrend der
Kontrollphase lagen die molaren Anteile der kurzkettigen Fettsduren im Mittel bei
63 : 27 : 10 % fur Acetat, Propionat und Butyrat. Die Reduktion der Trockensubstanz
auf 10 % (E10TS10) und 30 % (E10TS30) bewirkte eine Zunahme des molaren
Anteils an Acetat sowie eine Abnahme des molaren Anteils an Butyrat gegenuber der
Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % (E10TS60) und der Erythromycin-Zugabe
(E10TS100) (p < 0,05). Der molare Propionat-Anteil wurde durch die Reduktion der
Trockensubstanz auf 10 und 30 % verglichen mit der Erythromycin-Zugabe
signifikant erniedrigt. Des Weiteren waren der Einfluss der Zeit sowie die

Wechselwirkung zwischen der Behandlung und der Zeit signifikant.
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Abb. 3.31: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Erythromycin-Zugabe in
Kombination mit einer Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % (E10TS10) (x £ SD; n = 3)
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Abb. 3.32: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Erythromycin-Zugabe in
Kombination mit einer Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % (E10TS30) (x = SD; n = 3)
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Abb. 3.33: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Erythromycin-Zugabe in
Kombination mit einer Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % (E10TS60) (x £ SD; n = 3)
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Abb. 3.34: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Erythromycin-Zugabe
(E10TS100) (x £SD; n=3)
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3.2.2.6 Ammoniak-Konzentration

Wahrend der Kontrollphase wurden Ammoniak-Konzentrationen von im Mittel 7,8 £
0,7 mmol/l gemessen. Durch die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 %
(E10TS10) und 30 % (E10TS30) sanken die Ammoniak-Konzentrationen auf 4,5 +
0,2 mmol/l am 17. Versuchstag ab. Im Gegensatz dazu wurde durch die Reduktion
der Trockensubstanz auf 60 % (E10TS60) und die alleinige Erythromycin-Zugabe
(E10TS100) eine geringere Verminderung der Ammoniak-Konzentrationen
hervorgerufen (Tag 17: 5,8 £ 0,2 mmol/l) (p < 0,05). Neben der Behandlung lagen ein
signifikanter Einfluss der Zeit sowie eine signifikante Wechselwirkung zwischen
beiden Faktoren vor (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05):
E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10 vs. E10TS100; E10TS30 vs. E10TS60; E10TS30 vs.
E10TS100; (E10TS10 =10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS; E10TS60 = 10
mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)
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3.2.2.7 Verdaulichkeit der organischen Substanz

Die Verdaulichkeiten der organischen Substanz betrugen wahrend der Kontrollphase
im Mittel 14,1 £ 2,1 %. Die Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % (E10TS10)
bewirkte ab dem 12. Versuchstag eine starke Verminderung der Verdaulichkeiten der
organischen Substanz gegenuber den Uubrigen Versuchsansatzen (E10TS30,
E10TS60, E10TS100) (p < 0,05), so dass ab dem 14. Versuchstag ausschlief3lich
negative Werte gemessen wurden. Auch in den Versuchsansatzen E10TS30,
E10TS60 und E10TS100 nahmen die Verdaulichkeiten der organischen Substanz ab
(Tag 17: 6,7 £ 2,4 %) (p < 0,05), wobei zwischen diesen Versuchsansatzen kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden konnte. Weiterhin lagen ein
signifikanter Einfluss der Zeit sowie eine signifikante Wechselwirkung zwischen der
Behandlung und der Zeit vor (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Verdaulichkeiten der organischen Substanz [%] vor und wahrend der
Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der Trockensubstanz (x = SD; Kontrollphase:
n = 12, Versuchsphase: n = 3) Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zwei-
faktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05,
Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit
t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05): E10TS10 vs. E10TS30; E10TS10 vs. E10TS60; E10TS10
vs. E10TS100; (E10TS10 =10 mg E/d 10 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS; E10TS60
=10 mg E/d 60 % TS; E10TS100 = 10 mg E/d 100 % TS)
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3.2.3 Wirkung von Erythromycin, Reduktion der Trockensubstanz und

Kombination beider Faktoren auf den mikrobiellen Stoffwechsel

In diesem Versuch wurden die Faktoren Erythromycin und Reduktion der
Trockensubstanz einzeln sowie in Kombination hinsichtlich ihrer Wirkung auf den
mikrobiellen Stoffwechsel untersucht. Hierfir wurden 12 Fermenter gleichzeitig
inkubiert. Die Fermenter A bis C wurden wahrend der Versuchsphase nicht
behandelt und dienten Uber den gesamten Versuchsverlauf als Kontrollansatz (K).
Die Fermenter D bis F erhielten eine Zugabe von 10 mg Erythromycin pro Tag
(E10TS100) und in den Fermentern G bis | wurde die Trockensubstanz auf 30 % im
Vergleich zur Kontrollphase reduziert (EOTS30). Eine Kombination der Faktoren
Erythromycin (10 mg/d) und Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % wurde in den

Fermentern J bis L vorgenommen (E10TS30).

3.2.3.1 pH-Wert

Die pH-Werte betrugen wahrend der Kontrollphase im Mittel 6,47 £ 0,10 und blieben
in den Fermentern des Kontrollansatzes Uber den gesamten Versuchsverlauf
konstant. Die Reduktion der Trockensubstanz sowie die Kombination von
Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz bewirkten einen Anstieg des
pH-Wertes auf 6,93 £ 0,14 (EOTS30) bzw. 7,29 + 0,11 (E10TS30) am 17. Versuchs-
tag (p < 0,05). Zwischen diesen beiden Versuchsansatzen konnte ein signifikanter
Unterschied im pH-Wert nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu flhrte die
Erythromycin-Zugabe nur zu einem geringfugigen Anstieg des pH-Wertes, der jedoch
verglichen mit dem Kontrollansatz nicht signifikant war. Neben der Behandlung
konnten ein signifikanter Einfluss der Zeit sowie eine signifikante Wechselwirkung

zwischen beiden Faktoren nachgewiesen werden (Abb. 3.37).
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Kontrollphase Versuchsphase

Zeit [d]
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Abb. 3.37: pH-Werte vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der
Trockensubstanz (x = SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur
Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung
p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser
Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): K vs. EOTS30; K vs.
E10TS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30; EOTS30 vs. E10TS30; (K =
Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 = 30 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 %
TS)

3.2.3.2 Redoxpotential

Wahrend der Kontrollphase lagen die Messwerte fir das Redoxpotential im Mittel bei
-247 £ 25 mV und blieben in den Fermentern des Kontrollansatzes wahrend der
Versuchsphase konstant. Die Zugabe von Erythromycin fuhrte ab dem 13.
Versuchstag zu einem Abfall der Redoxpotentiale (Tag 15: -127 + 32 mV), wodurch
im Vergleich zum Kontrollansatz und zu den anderen Versuchsansatzen signifikant
positivere Werte gemessen wurden. Im Gegensatz dazu nahmen die Redox-
potentiale im Zuge der Reduktion der Trockensubstanz signifikant negativere Werte
(Tag 17: -270 + 18 mV) im Vergleich zum Kontrollansatz und zu den anderen
Versuchsansatzen an. Zwischen dem Kontrollansatz und der Kombination von
Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Des Weiteren waren der Einfluss der Zeit sowie die

Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren signifikant (Abb. 3.38).
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Abb. 3.38: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und der
Reduktion der Trockensubstanz (x * SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit
p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrufgréRen (p < 0,05): K vs.
E10TS100; K vs. EOTS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30; EOTS30 vs.
E10TS30; (K = Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 = 30 % TS; E10TS30 =
10 mg E/d 30 % TS)

3.2.3.3 SCFA-Produktionsraten

Die Messwerte der SCFA-Produktionsraten lagen wahrend der Kontrollphase im
Mittel bei 1,58 £ 0,13 mmol/d und wiesen in den Fermentern des Kontrollansatzes
uber den gesamten Versuchsverlauf keine gerichteten Veranderungen auf. Im
Vergleich zum Kontrollansatz sanken die SCFA-Produktionsraten im Zuge der
Erythromycin-Zugabe ab dem 12. Versuchstag auf 1,21 £ 0,02 mmol/d (Tag 13) ab
(p < 0,05) und blieben im weiteren Versuchsverlauf auf diesem Niveau. Die
Reduktion der Trockensubstanz sowie die Kombination von Erythromycin mit einer
Reduktion der Trockensubstanz fuhrten bereits ab dem 11. Versuchstag zu einem
Abfall der SCFA-Produktionsraten gegentber dem Kontrollansatz und der alleinigen
Erythromycin-Zugabe auf 0,51 + 0,01 mmol/d (EOTS30) bzw. 0,31 + 0,12 mmol/d
(E10TS30) (Tag 17) (p < 0,05), wobei zwischen diesen beiden Versuchsansatzen
kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden konnte. DarlUber hinaus waren

Zeit sowie die Wechselwirkung zwischen der Behandlung und der Zeit signifikant

68



Ergebnisse

(Abb.3.39).
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Abb. 3.39: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und
der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit
p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05): K vs.
E10TS100; K vs. EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30;
(K = Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 = 30 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d
30 % TS)

3.2.3.4 Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,
Propionat, Butyrat)

Wahrend der Kontrollphase wurden mittlere Acetat-Produktionsraten von 1,04 £ 0,09
mmol/d gemessen. Im Gegensatz zu den SCFA-Produktionsraten wurden die Acetat-
Produktionsraten durch die Zugabe von Erythromycin im Vergleich zum Kontroll-
ansatz nur geringfugig vermindert. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die
Reduktion der Trockensubstanz und die Kombination von Erythromycin mit einer
Reduktion der Trockensubstanz bewirkten jedoch ebenfalls einen deutlichen Abfall
der Acetat-Produktionsraten, so dass diese am 17. Versuchstag bei 0,40 + 0,01
mmol/d (EOTS30) bzw. 0,27 + 0,08 mmol/d (E10TS30) lagen. Zwischen den beiden
Versuchsansatzen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Der
Einfluss der Zeit und die Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren waren
signifikant (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe und
der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3);
Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianzanalyse:
Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x Zeit
p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05): K vs.
EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30; (K = Kontroll-
ansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 =30 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS)

Die Propionat-Produktionsraten lagen wahrend der Kontrollphase im Mittel bei 0,42 +
0,04 mmol/d. Auch hier traten in den Fermentern des Kontrollansatzes im weiteren
Versuchsverlauf keine gerichteten Veranderungen auf. Im Gegensatz dazu fuhrten
die unterschiedlichen Behandlungen zu einem starken Abfall der Propionat-
Produktionsraten (p < 0,05). Im Zuge der Erythromycin-Zugabe und der Reduktion
der Trockensubstanz sanken diese auf 0,17 £ 0,03 mmol/d (E10TS100) bzw. 0,11 +
0,00 mmol/d (EOTS30) am 17. Versuchstag ab, wobei zwischen beiden Versuchs-
ansatzen kein signifikanter Unterschied vorlag. Im Vergleich dazu bewirkte die
Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz eine
signifikante Reduktion der Propionat-Produktionsraten (Tag 17: 0,04 + 0,04 mmol/d).
Auch der Einfluss der Zeit sowie die Wechselwirkung zwischen der Behandlung und
der Zeit waren signifikant (Abb. 3.41).
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Abb. 3.41: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05):
K vs. E10TS100; K vs. EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs. E10TS30; EOTS30 vs.
E10TS30 mg; (K = Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 = 30 % TS; E10TS30 =
10 mg E/d 30 % TS)

Die Produktionsraten fur Butyrat betrugen wahrend der Kontrollphase 0,12 + 0,02
mmol/d und blieben in den Fermentern des Kontrollansatzes Uber den gesamten
Versuchsverlauf konstant. Durch die Zugabe von Erythromycin konnte eine
geringfligige Abnahme der Butyrat-Produktionsraten beobachtet werden, die jedoch
verglichen mit dem Kontrollansatz nicht signifikant war. Im Gegensatz dazu fiuhrten
die Reduktion der Trockensubstanz und die Kombination von Erythromycin mit einer
Reduktion der Trockensubstanz zu einem rapiden Abfall der Butyrat-Produktions-
raten, so dass in beiden Versuchsansatzen bereits am 12. Versuchstag die Nach-
weisgrenze fur Butyrat unterschritten wurde. AuRerdem konnten ein signifikanter
Einfluss der Zeit sowie eine signifikante Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren

nachgewiesen werden (Abb. 3.42).
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Kontrollphase Versuchsphase
0,20

0,15

0,10

0,05

Butyrat [mmol/d]

0,00

-0,05

Zeit [d]

—<— K —A—E10TS100 —5—E0TS30 —¢— E10TS30

Abb. 3.42: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréRen (p < 0,05):
K vs. EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30; (K =
Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 = 30 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 %
TS)

3.2.3.5 Molare Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren (Acetat,

Propionat, Butyrat)

In den Abbildungen 3.43 bis 3.46 sind die Veranderungen der molaren Anteile der
kurzkettigen Fettsauren, die im Zuge der unterschiedlichen Behandlungen zu
beobachten waren, fiur jede Behandlung einzeln dargestellt. Wahrend der Kontroll-
phase lagen die molaren Anteile der kurzkettigen Fettsdauren Acetat, Propionat und
Butyrat im Mittel bei 66 : 27 : 7 %. In den Versuchsansatzen E10TS100, EOTS30 und
E10TS30 konnte eine signifikante Zunahme des molaren Acetat-Anteils gegenlber
dem Kontrollansatz beobachtet werden. Daruber hinaus bewirkte die Kombination
von Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz einen Anstieg des
molaren Acetat-Anteils gegenuber der Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der
Trockensubstanz (p < 0,05). Wahrenddessen wurde der molare Anteil an Propionat
durch die Erythromycin-Zugabe und die Kombination von Erythromycin mit einer

Reduktion der Trockensubstanz im Vergleich zum Kontrollansatz und der Reduktion
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der Trockensubstanz erniedrigt (p < 0,05). Der molare Butyrat-Anteil wurde durch die
Reduktion der Trockensubstanz und die Kombination von Erythromycin mit einer
Reduktion der Trockensubstanz verglichen mit dem Kontrollansatz und der
Erythromycin-Zugabe signifikant erniedrigt. Wahrend die Zeit einen signifikanten
Einfluss auf die molaren Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren hatte, konnte
eine signifikante Wechselwirkung zwischen der Behandlung und der Zeit

ausschlieflich in Bezug auf den molaren Butyrat-Anteil nachgewiesen werden.
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Abb. 3.43: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) im
Kontrollansatz (K) (x + SD; n = 3)
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Abb. 3.44: Molare Anteile der kurzkettigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat) vor
(Kontrollphase: Tag 6 bis 10) und wahrend (Tag 11 bis Tag 17) der Erythromycin-Zugabe
(E10TS100) (x £SD; n=3)
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3.2.3.6 Ammoniak-Konzentration

Im Rahmen der funftagigen Kontrollphase wurden mittlere Ammoniak-
Konzentrationen von 6,2 + 0,6 mmol/l gemessen. Die Reduktion der Trocken-
substanz und die Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion der
Trockensubstanz bewirkten eine signifikante Verminderung der Ammoniak-
Konzentrationen gegenuber dem Kontrollansatz und der alleinigen Erythromycin-
Zugabe. AulRerdem lag ein signifikanter Einfluss der Zeit vor. Die Wechselwirkung

zwischen der Behandlung und der Zeit war jedoch nicht signifikant (Abb. 3.47).

Kontrollphase Versuchsphase

Ammoniak [mmol/l]
=N

6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
Zeit [d]

—%—K —A—E10TS100 —6— E0TS30 —— E10TS30

Abb. 3.47: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase:
n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der zweifaktoriellen Varianz-
analyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechselwirkung Behandlung x
Zeit n.s.; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten PrifgréfRen (p < 0,05): K vs.
EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs. EOTS30; E10TS100 vs. E10TS30; (K = Kontroll-
ansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 =30 % TS; E10TS30 = 10 mg E/d 30 % TS)
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3.2.3.7 Verdaulichkeit der organischen Substanz

Die Verdaulichkeiten der organischen Substanz betrugen wahrend der Kontrollphase
im Mittel 15,7 £ 1,7 %. In den Versuchsansatzen E10TS100, EOTS30 und E10TS30
konnte ein Abfall der Verdaulichkeiten der organischen Substanz im Vergleich zum
Kontrollansatz beobachtet werden. Zudem fuhrte die Kombination von Erythromycin
mit einer Reduktion der Trockensubstanz zu einer Abnahme der Verdaulichkeiten der
organischen Substanz gegenuber der Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der
Trockensubstanz (p < 0,05). Der Einfluss der Zeit und die Wechselwirkung zwischen

der Behandlung und der Zeit waren ebenfalls signifikant (Abb. 3.48).

Kontrollphase Versuchsphase

Verdaulichkeit der OS [%]

Zeit [d]

—%—K —A—E10TS100 —o—E0TS30 ——E10TS30 ‘

Abb. 3.48: Verdaulichkeiten der organischen Substanz [%] vor und wahrend der
Erythromycin-Zugabe und der Reduktion der Trockensubstanz (x + SD; Kontrollphase:
n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der globalen F-Tests aus der
zweifaktoriellen Varianzanalyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05, Wechsel-
wirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit t-verteilten
PrufgréBen (p < 0,05): K vs. E10TS100; K vs. EOTS30; K vs. E10TS30; E10TS100 vs.
E10TS30; EOTS30 vs. E10TS30; (K = Kontrollansatz; E10TS100 = 10 mg E/d; EOTS30 =
30 % TS; E10TS30 =10 mg E/d 30 % TS)
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4 Diskussion

4.1 Bewertung der Colon-Simulationstechnik

Zur Untersuchung des Einflusses der Faktoren Erythromycin und Nahrungsreduktion
auf die mikrobiellen Stoffwechselleistungen im Dickdarm des Pferdes sollte in der
vorliegenden Arbeit ein System etabliert werden, welches die Charakterisierung des
mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels beim Pferd in vitro ermoglicht. Die Colon-
Simulationstechnik, eine semikontinuierliche Inkubationsmethode, die in Anlehnung
an das Rusitec-System (CZERKAWSKI u. BRECKENRIDGE 1977) von DREYER
(1990) far die Inkubation von Dickdarminhalt des Schweines modifiziert wurde, stellt
eine geeignete Methode zur Untersuchung des mikrobiellen Dickdarmstoffwechsels
in vitro dar (BREVES et al. 1991). Mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik kann das
komplexe mikrobielle Okosystem des Dickdarmes Uber die Dauer von mehreren
Wochen unter standardisierten Versuchsbedingungen kultiviert und aufrechterhalten
werden. Daruber hinaus ermoglicht diese Methode die exakte qualitative und
quantitative Erfassung der Parameter des mikrobiellen Stoffwechsels. DREYER
(1990) und STUCK (1994) konnten in vergleichenden Untersuchungen die
Ubertragbarkeit der mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik erzielten Ergebnisse auf
die Verhaltnisse in vivo bestatigen. Ein entscheidender Vorteil der Colon-
Simulationstechnik gegenuber anderen In-vitro-Methoden besteht in der Verwendung
von Caecuminhalt. Dieser wird frisch als Inokulum zum Starten der Versuche sowie
gefriergetrocknet als Substrat flr die mikrobielle Fermentation wahrend der In-vitro-
Untersuchungen eingesetzt. Durch die Inkubation von Dickdarminhalt wird eine
weitestgehende Ubereinstimmung der Zusammensetzung der Dickdarmflora und des
zu fermentierenden Substrates mit den physiologischen Verhaltnissen im Dickdarm
gewahrleistet. Im Gegensatz dazu stellt sich bei der Verwendung von Faeces als
Inokulum die Frage nach der Ubertragbarkeit der qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung der Mikroflora und deren Stoffwechselaktivitat auf die oberen
Dickdarmabschnitte, da sich das Verhaltnis zwischen lebenden und toten Keimen in
den Faeces von den Verhaltnissen im oberen Dickdarm unterscheidet. In

vergleichenden Untersuchungen zur Aktivitat der Mikroflora im Colon und in den
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Faeces von Pferden konnte gezeigt werden, dass in den Faeces geringere Acetat-
und Propionat-Konzentrationen sowie ein positiveres Redoxpotential vorliegen (DA
VEIGA et al. 2005). Ein weiterer Vorteil der Colon-Simulationstechnik besteht darin,
dass das System kontinuierlich mit einer Pufferlosung perfundiert wird, die in ihrer
ionalen Zusammensetzung der lleumflissigkeit entspricht. Des Weiteren wird die
Anreicherung mikrobieller Stoffwechselprodukte durch eine kontinuierliche Ableitung
vermieden. Unter der Voraussetzung, dass eine tagliche Erneuerung des zu
fermentierenden Substrates erfolgt, stellt sich nach einer Aquilibrierungsphase von
ca. funf bis acht Tagen in den Fermentern des Cositec-Systems ein kontinuierliches
FlieRgleichgewicht ein, dessen Stabilitat Uber mehrere Wochen aufrechterhalten wird
(DREYER 1990; STUCK 1994). Die Einstellung des FlieRgleichgewichtes kann durch
die tagliche Messung von pH-Wert und Redoxpotential in den Fermentern kontrolliert
werden. Die beschriebenen Merkmale der Colon-Simulationstechnik verdeutlichen,
dass mit Hilfe dieser Methode die mikrobielle Fermentation lediglich aus dem Dick-
darm verlagert wird, ohne jedoch die Fermentationsbedingungen grundlegend zu
verandern. Die zeitgleiche Inkubation des Dickdarminhaltes in mehreren Fermentern
ermoglicht zudem eine vergleichende Untersuchung verschiedener Behandlungen.
Die Zugabe der zu untersuchenden Substanzen kann zum einen Uber die
Pufferldsung und zum anderen Uber den Substratbeutel erfolgen. Daneben kdnnen
durch die Einwaage unterschiedlicher Substratmengen in die Beutel unterschiedliche
Substratkonzentrationen im Chymus simuliert werden. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass der benoétigte Caecuminhalt von fistulierten Tieren oder,
wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, von Tieren, die im Rahmen
des Schlachtprozesses oder anderer Untersuchungen getdtet wurden, verwendet
werden kann. Somit kann mit einem geringen tierexperimentellen Aufwand eine
grolde Menge an Daten zum mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel erhoben werden. Der
Einfluss von Absorptions- bzw. Sekretionsvorgangen uber die Dickdarmwand kann
im Cositec-System allerdings nicht beriicksichtigt werden. Uberdies bleiben
Einflisse, die mit der Vergesellschaftung schleimhautassoziierter Mikroorganismen

in Zusammenhang stehen, unbeachtet.
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4.1.1 Bewertung der analytischen Methoden

Die elektrometrische Messung von pH-Wert und Redoxpotential, die gaschromato-
graphische Bestimmung der SCFA, die photometrische Bestimmung der Ammoniak-
Konzentration und die Berechnung der Verdaulichkeit der organischen Substanz
nach KELLNER et al. (1984) sind seit langem etabliert und bei korrekter

Durchfuhrung nur durch geringe methodische Fehler gekennzeichnet.

4.2 Etablierung der Colon-Simulationstechnik zur Inkubation von

Dickdarminhalt des Pferdes

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde die Colon-Simulationstechnik
erstmals in dieser Form zur Untersuchung der mikrobiellen Stoffwechselleistungen
im Dickdarm des Pferdes eingesetzt. Zum Starten eines Versuches erfolgte die
Entnahme des Caecuminhaltes (Inokulum) unmittelbar nach der Toétung eines
Pferdes. Da im Caecum des Pferdes ein Groldteil der Mikroorganismen partikel-
assoziiert ist (BONHOMME 1986), gewahrleistete die Verwendung der frisch ent-
nommenen Partikelphase zum Starten eines Versuches die Uberfiihrung einer hohen
Keimdichte in das System. Wahrend der Inkubation im Cositec-System erfolgte die
Versorgung der Mikroorganismen mit der gefriergetrockneten Partikelphase aus dem
Caecum. Dadurch stand den Mikroorganismen im Cositec-System entsprechend der
In-vivo-Situation ein Substrat zur Verfugung, an dem alle korpereigenen Verdauungs-
prozesse bereits stattgefunden hatten. Das zu fermentierende Substrat wurde bereits
in der Vorbereitungsphase der Versuche entnommen, gefriergetrocknet und
anschlielend homogenisiert, so dass fur jeden Versuch eine einheitliche Charge zur
Verfugung stand. Aufgrund der erforderlichen Aufbereitung des zu fermentierenden
Substrates im Vorfeld der Versuche, konnten Inokulum und zu fermentierendes
Substrat nicht aus dem Caecum eines Pferdes gewonnen werden. Auf3erdem
musste das Inokulum am Starttag eines Versuches frisch aus dem Caecum
entnommen werden, so dass dieses fur jeden Versuch von einem anderen Pferd
stammte. Hieraus ergaben sich Variationen in der Zusammensetzung der Mikroflora

zwischen den einzelnen Versuchen.
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Wahrend der Inkubation im Cositec-System befand sich das zu fermentierende
Substrat in Nylonbeuteln, deren Porenweite zur Gewahrleistung einer optimalen
Fermentation den Austausch zwischen der flissigen Phase und der Partikelphase
ermdglichte, aber dennoch zu starke Auswaschverluste unabgebauter Futterpartikel
verhinderte. In Anlehnung an die Untersuchungen beim Schwein wurden Nylonbeutel
mit einer Porenweite von 40 uym verwendet (BREVES et al. 1991). Neben der
Porenweite hat auch der Grad der Fullung der Nylonbeutel einen Einfluss auf den
Fermentationsprozess, da eine zu starke Fulllung die optimale Umspulung des
Substrates verhindert und damit den Fermentationsprozess beeintrachtigt. Demnach
wurde eine Einwaage von 1,8 g bzw. 1,5 g gefriergetrocknetem Caecuminhalt
gewahlt und =zusatzlich wurde das Innengefald mit den Nylonbeuteln zur
Gewahrleistung einer gleichmalligen Umspllung des Beutelinhaltes mit der im

Fermenter enthaltenen Flussigkeit kontinuierlich auf und ab bewegt.

Der Einstrom aus dem lleum wurde durch die kontinuierliche Perfusion der
Fermenter mit einer Pufferflissigkeit simuliert, deren pH-Wert im Mittel bei 7,31 lag
und somit dem pH-Wert im lleum des Pferdes entsprach (ARGENZIO et al. 1974).

Um eine optimale Stickstoffversorgung der Mikroorganismen sicherzustellen, wurde
die Pufferflussigkeit auf 5 mmol/l NH4Cl eingestellt. Diese Konzentration resultiert aus
Untersuchungen zum mikrobiellen Pansenstoffwechsel, in denen gezeigt werden
konnte, dass eine Ammoniak-Konzentration von 3 bis 5 mmol/l fir ein optimales
Wachstum der Mikroorganismen erforderlich ist (SATTER u. SLYTER 1974; OKORIE
et al. 1977). Da der Hauptteil der Mikroorganismen im Pansen Ammoniak als
Stickstoffquelle verwendet (BRYANT u. ROBINSON 1962), stellt die Verfugbarkeit
von Ammoniak eine bedeutende Determinante der mikrobiellen Proteinsynthese dar
(SATTER u. SLYTER 1974).

Die Charakterisierung der mikrobiellen Stoffwechselleistungen in vitro und die
Darstellung der Veranderungen, die im Zuge verschiedener Behandlungen auftreten,
erfordern einen zuverlassigen Nachweis der Endprodukte des mikrobiellen
Stoffwechsels und somit der kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat.

Demnach musste in den vorliegenden Untersuchungen ein FlUssigkeitsturnover
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festgelegt werden, der einerseits den Nachweis der Endprodukte des mikrobiellen
Stoffwechsels ermoglichte und andererseits die Anreicherung dieser Endprodukte im
System verhinderte. Wahrend die Flussigkeit im Caecum des Pferdes viermal pro
Tag umgeschlagen wird (GOODSON et al. 1988), wurde im ersten Versuch ein
Flissigkeitsturnover von dreimal pro Tag gewahlt. Aufgrund der daraus
resultierenden hohen Verdinnungsrate in den Fermentern konnte jedoch bei der
gaschromatographischen Auswertung der Proben kein Butyrat mehr nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund wurde der FlUssigkeitsturnover in den folgenden
Versuchen zunachst auf zweimal und schlieBlich auf einmal pro Tag reduziert,
wodurch ein zuverlassiger Nachweis der kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat
und Butyrat gewahrleistet werden konnte. Um eine zu starke Anreicherung der
Stoffwechselprodukte im System zu verhindern, wurde von einer weiteren Reduktion
des Flussigkeitsturnovers abgesehen. STOTT et al. (1983) verwendeten bei der
Inkubation von Caecuminhalt des Pferdes in vitro einen ahnlichen Flussigkeits-

turnover (0,91 mal pro Tag).

4.2.1 Bewertung der Ergebnisse

Eine weitere wichtige Voraussetzung zur Untersuchung des Einflusses
verschiedener Behandlungen auf die mikrobiellen Stoffwechselleistungen im Cositec-
System besteht in der Einstellung eines reproduzierbaren Flie3gleichgewichtes unter
Kontrollbedingungen. Wie bereits erwahnt stellt sich im Cositec-System nach einer
Aquilibrierungsphase von ca. fiinf bis acht Tagen ein FlieRgleichgewicht ein, welches
durch die Abwesenheit signifikanter Schwankungen der Fermentationsparameter
zwischen den einzelnen Versuchstagen gekennzeichnet ist. Demzufolge wurde auch
in den vorliegenden Untersuchungen nach dem Starten eines Versuches eine
Aquilibrierungsphase von fiinf Tagen gewahlt. Die Einstellung des FlieRgleich-
gewichtes wurde durch die tagliche Messung von pH-Wert und Redoxpotential
kontrolliert. Im Anschluss an die Aquilibrierungsphase konnte mittels varianz-
analytischer Auswertung bei keiner der im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen bestimmten MessgroRen ein gerichteter Einfluss des Faktors Zeit
nachgewiesen werden. Folglich stellte sich auch bei der Inkubation von

Dickdarminhalt des Pferdes im Cositec-System nach wenigen Tagen ein
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kontinuierliches FlielRgleichgewicht ein, welches die Grundlage fir ein gleichmalliges
mikrobielles Wachstum bildete. Die Einstellung eines reproduzierbaren Fliel3gleich-
gewichtes kann aul3erdem Uber die Variabilitat der erhobenen Messwerte kontrolliert
werden. Dabei wird die Stabilitdt des Systems Uber eine langere Versuchsdauer
durch die Variabilitat der Messwerte innerhalb eines Fermenters charakterisiert. Die
Reproduzierbarkeit der Messwerte innerhalb eines Versuches kann durch die
Variabilitdt zwischen den Fermentern veranschaulicht werden. Am Beispiel von
Versuch 5 (Tab. 4.1) wird ersichtlich, dass in den vorliegenden Untersuchungen
sowohl innerhalb eines Fermenters als auch innerhalb eines Versuches nur eine
geringe Variabilitat der Messwerte vorlag. Demnach wiesen die wahrend der
Kontrollphase uber die Dauer von funf Versuchstagen erhobenen Messwerte
innerhalb eines Fermenters (Fermenter C) eine gleichbleibend geringe Variabilitat mit
Variationskoeffizienten von 0,6 % fir den molaren Acetat-Anteil und 7,6 % fir die
Verdaulichkeit der organischen Substanz auf. Die Variationskoeffizienten der
anderen Messwerte lagen dazwischen. Die Butyrat-Produktion stellte mit einem
Variationskoeffizienten von 10,5 % eine Ausnahme dar. Demnach blieb das erreichte
Gleichgewicht innerhalb eines Fermenters tber die Dauer der Kontrollphase stabil.
Die Variabilitat innerhalb dieses Versuches lag in einer ahnlichen GroRenordnung.
Hierbei wurden der niedrigste Variationskoeffizient fur den molaren Acetat-Anteil
(1,2 %) und der hochste fur die Butyrat-Produktion (11,8 %) errechnet. Betrachtet
man die Variabilitdt innerhalb der einzelnen Versuche (3 bis 6), so lagen die
Variationskoeffizienten zwischen 0,8 % fur den pH-Wert (Versuch 5) und 13,6 % fur
die Acetat-Produktion (Versuch 4). Auch hier bildete die Butyrat-Produktion mit
einem Variationskoeffizienten von 18,2 % (Versuch 4) eine Ausnahme. Die geringe
Variabilitat zwischen den Fermentern bestatigt die hohe Reproduzierbarkeit der
Messwerte innerhalb eines Versuches. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der
Messwerte unter Kontrollbedingungen wurde die Variabilitdt zwischen den
Versuchen bestimmt, wobei eine starkere Variabilitdt der Messwerte festgestellt
wurde. Hierbei lagen die Variationskoeffizienten zwischen 1,7 % fur den pH-Wert und
20 % fur die Butyrat-Produktion. Auch mit Hilfe der varianzanalytischen Auswertung

wurden signifikante Unterschiede in den Parametern des mikrobiellen Stoffwechsels
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zwischen den einzelnen Versuchen festgestellt. Die starkere Variabilitdt zwischen
den Versuchen konnte durch eine unterschiedliche Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft im Caecum der Spendertiere fur die Entnahme des
Inokulums verursacht worden sein. Diese Annahme wurde durch die Untersuchung
des Caecuminhaltes von vier Pferden mit Hilfe der SSCP-Technik bestatigt. Hierbei
lag die Ubereinstimmung der Bakterienpopulationen lediglich bei 15 bis 51 %
(Personliche Mitteilung, BECKER 2008). Aufgrund der Tatsache, dass die Pferde aus
unterschiedlichen Haltungsbedingungen stammten, war 2zu erwarten, dass
Differenzen in der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Caecum der
einzelnen Tiere vorlagen. Grundsatzlich wird die Zusammensetzung der Darmflora
durch verschiedene Faktoren beeinflusst, welche zum einen vom Wirt, seiner
Umgebung und Futterung (allogene Faktoren) und zum anderen von den
Mikroorganismen selbst ausgehen (autogene Faktoren) (SAVAGE 1981). Aufgrund
der unterschiedlichen Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Caecum
der Spendertiere fur die Entnahme des Inokulums und der daraus resultierenden
unterschiedlichen Fermentationsleistungen lassen sich Versuche, in denen das
Inokulum aus dem Caecum verschiedener Pferde entnommen wurde, nur bedingt
miteinander vergleichen. Alternativ ist die Verwendung fistulierter Tiere, die zudem

unter einheitlichen Bedingungen gehalten werden, in Betracht zu ziehen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich bei der Inkubation von
Dickdarminhalt des Pferdes im Cositec-System unter Kontrollbedingungen ein
kontinuierliches Flie3gleichgewicht einstellte, welches innerhalb eines Versuches
eine vergleichende Untersuchung verschiedener Behandlungen ermoglichte. Wie
bereits erwahnt, war ein Vergleich zwischen mehreren Versuchen aufgrund der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Mikroflora im Caecum der Spendertiere
und der daraus resultierenden unterschiedlichen Fermentationsleistungen jedoch nur

eingeschrankt moglich.
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Tab. 4.1: Variabilitat der Messwerte wahrend der funftdgigen Kontrollphase in Versuch 5
innerhalb eines Fermenters (1.) bzw. innerhalb eines Versuches (2.) und zwischen den
Versuchen 3, 4, 5und 6 (3.) (X £ SD), n = Anzahl der Fermenter

.. 1. Innerhalb eines 2. Innerhalb eines paeeconicon
BRI Fermenter (n=1) Versuches (n=12) Versuc(t:‘e;;:), 4,56
pH-Wert 6,66 + 0,08 6,63 0,05 6,62 0,11
Redoxpot. [mV] 218+ 13 216 + 18 208 + 25
SCFA [mmol/d] 1,52 + 0,06 1,52 + 0,06 1,50 + 0,16
Acetat [mmol/d] 1,04 + 0,03 1,04 + 0,05 1,00+ 0,13
Propionat [mmol/d] 0,29 + 0,01 0,31 + 0,01 0,35 + 0,06
Butyrat [mmol/d] 0,19 + 0,02 0,17 + 0,02 0,15+ 0,03
Acetat [mol %] 68,5+0,4 68,5+0,8 66,4 3,0
Propionat [mol %] 19,3+0,7 20,4 £ 1,1 23,8+3,7
Butyrat [mol %] 12,2+ 0,7 11,1+0,9 99+14
NH;-N [mmol/l] 9,7+0,4 9,4+0,4 9,0£1,0
VOS [%] 14,4 £ 1,1 14,6 £ 0,6 15,4 +2,0

4.2.2 MessgroBRen des mikrobiellen Stoffwechsels unter

Kontrollbedingungen (Versuche 3 bis 6)

Die Messung von pH-Wert und Redoxpotential diente in erster Linie der taglichen
Kontrolle der vorliegenden In-vitro-Bedingungen. Die wahrend der Kontrollphase der
Versuche 3 bis 6 gemessenen pH-Werte betrugen im Mittel 6,62 + 0,11 und lagen
somit in einem fur das Caecum des Pferdes als physiologisch anzusehenden Bereich
(ARGENZIO et al. 1974; KERN et al. 1974; MACKIE u. WILKINS 1988; MEYER u.
COENEN 2002). Das Redoxpotential nahm in allen vier Versuchen Uber die Dauer
der Kontrollphase konstant negative Werte an, wodurch die anaeroben Verhaltnisse
im System reflektiert wurden. Zur Gewahrleistung einer ungestdrten mikrobiellen
Fermentation ist die Erhaltung eines negativen Redoxpotentials besonders wichtig
(MAROUNEK et al. 1991).

Eigene Untersuchungen zur Ubertragbarkeit der mit Hilfe des Cositec-Systems
ermittelten Ergebnisse auf die Verhaltnisse in vivo wurden lediglich in Bezug auf die

SCFA-Konzentrationen und die molaren Anteile der einzelnen kurzkettigen Fett-

84



Diskussion

sauren Acetat, Propionat und Butyrat durchgefuhrt. Hierflr erfolgte die Bestimmung
der SCFA-Konzentrationen in der Caecumflissigkeit der Spendertiere fur die
Entnahme des Inokulums. Die SCFA- Konzentrationen lagen im Mittel bei 64,5 + 11,9
mmol/l und entsprachen somit den von ALEXANDER und DAVIES (1963)
gemessenen SCFA-Konzentrationen im Caecum des Pferdes (64 = 12,8 mmol/l). Im
Gegensatz dazu wurden im Cositec-System wahrend der Kontrollphase der
Versuche 3 bis 6 SCFA-Konzentrationen von im Mittel 12,13 + 1,17 mmol/l
gemessen. Die geringeren SCFA-Konzentrationen in vitro resultierten wahrscheinlich
aus der wesentlich geringeren Partikeldichte im Cositec-System im Vergleich zum
Dickdarm und der somit deutlich verminderten Dichte an partikelassoziierten
Mikroorganismen. STUCK (1994) ermittelte in vivo ca. zehnfach hohere SCFA-
Konzentrationen und um ein bis zwei Zehnerpotenzen hohere Gesamtkeimzahlen im
Vergleich zu den In-vitro-Proben. Beim Vergleich der SCFA-Konzentrationen im
Caecum des Pferdes in vivo mit den im Cositec-System gemessenen SCFA-
Konzentrationen ist aul3erdem zu beachten, dass die Mikroorganismen im Cositec-
System nur einmal innerhalb von 24 Stunden mit frischem Substrat versorgt werden,
wodurch die Kontinuitat der Inkubationsbedingungen in diesem Zeitraum nicht
gewabhrleistet ist. Zur Charakterisierung der semikontinuierlichen Inkubations-
bedingungen im Cositec-System erstellte STUCK (1994) lber die Dauer von
24 Stunden nach dem Austausch der Substratbeutel ein zeitliches Profil einiger
MessgroRen des mikrobiellen Stoffwechsels. Die Probenentnahme erfolgte hierbei
alle vier Stunden aus den UberlaufgefaRen, um das System durch das haufige
Offnen der Inkubationsgefalie nicht aus dem Gleichgewicht zu bringen. Wahrend die
Schwankungen des pH-Wertes aufgrund des hohen Bikarbonatanteils in der
Pufferlosung und der damit hohen Pufferkapazitat nur geringfligig waren, wurden in
Bezug auf die SCFA-Konzentrationen starkere Schwankungen festgestellt. Die
hochsten SCFA-Konzentrationen (ca. 14,7 mmol/l) wurden dabei vier Stunden nach
dem Beutelwechsel gemessen. Im weiteren Zeitverlauf nahmen die SCFA-
Konzentrationen kontinuierlich auf ca. 6,5 mmol/l (24 Stunden nach dem
Beutelwechsel) ab. Als Ursache fur die erhdhten SCFA-Konzentrationen nach dem

Beutelwechsel ist die Zusammensetzung des Substrates in Betracht zu ziehen. Das
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Substrat besteht aus unterschiedlichen Futterkomponenten, wodurch Kohlenhydrate
unterschiedlicher Fermentierbarkeit in die Fermenter gelangen. Es ist daher davon
auszugehen, dass zunachst eine Verstoffwechslung leicht fermentierbarer Kohlen-
hydrate unter Bildung groRerer SCFA-Mengen erfolgt. Demnach resultiert die
kontinuierliche Abnahme der SCFA-Konzentrationen Uber die Dauer von 24 Stunden
aus dem allmahlich grof3er werdenden Anteil an schwer oder nicht fermentierbaren
Kohlenhydraten. Aul3erdem ist die Menge an Partikeln und damit auch an partikel-
assoziierten Mikroorganismen nach dem Auswaschen der Substratbeutel und der
Ruckgabe der Spulflissigkeit in die Fermenter kurzzeitig erhéht, wodurch der Anstieg
der SCFA-Konzentrationen nach dem Beutelwechsel ebenfalls unterstutzt wird. Da
die Probenentnahme zur Bestimmung der SCFA-Konzentrationen in den
vorliegenden Untersuchungen vor jedem Beutelwechsel (d.h. in einem Intervall von
24 Stunden) aus der Uberlauffliissigkeit erfolgte, handelte es sich hierbei um eine
Mischprobe, die das zeitliche Profil der unterschiedlichen SCFA-Konzentrationen
uber die Dauer von 24 Stunden beinhaltete. Unter In-vivo-Bedingungen haben
Haltungs- und Fatterungsform einen wesentlichen Einfluss auf die Versorgung der
Mikroorganismen mit frischem Substrat und damit auf deren Fermentations-
leistungen. Ist die Futteraufnahme wie z.B. bei der Weidehaltung uber 24 Stunden
verteilt, findet ein nahezu kontinuierlicher Eintrag an organischer Substanz in das
Caecum statt (MEYER 1980), wahrend bei Stallhaltung ein diskontinuierlicher
Chymusfluss vorliegt (DROCHNER u. MEYER 1991). Demnach variieren die SCFA-
Konzentrationen im Caecum des Pferdes in Abhangigkeit von der Futterart, dem
Zeitpunkt der letzten Fuitterung (SCHWABENBAUER et al. 1982) und der
Futtermenge (MEYER et al. 1982) (Tab. 4.2 und 4.3). Das Verhaltnis der
kurzkettigen Fettsduren zueinander wird dabei durch die Relation von Raufutter zu
Kraftfutter (HINTZ et al. 1971; KERN et al. 1973; WILLARD et al. 1977) sowie die
Hohe der Futtermenge beeinflusst (MEYER et al. 1982).
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Tab. 4.2: SCFA-Konzentrationen [mmol/l] in der Caecumflussigkeit in Abhangigkeit von der
Futterart und dem Zeitpunkt nach der Fitterung (SCHWABENBAUER 1979)

SCFA-Konzentrationen [mmol/] 2 bis 10 h
Futterart | " uttermenge kg/100kg nach der Fiitterung
LM Tag
2h 4 h 6 h 8h 10 h
Heu 1,0 26 25 26 25 26
Stroh 1,0 23 22 24 22 21
Mischfutter 1,2 34 43 70 73 65

Tab. 4.3: SCFA-Konzentrationen [mmol/l] und molare Anteile der SCFA [%] in der
Caecumflussigkeit bei Mischfuttergabe (zweimalige Futterung pro Tag) in Abhangigkeit von
der Futtermenge und dem Zeitpunkt nach der Futterung (MEYER et al. 1982)

Futtermenge SCFA- Molare Anteile der SCFA [%]
pro Mahlzeit [kg] Konzentration [mmol/l] Acetat Propionat Butyrat
Insgesamt, @ 5 Tagesproben

446 + 14,6 66,9 24,8 6,0

4 69,8 + 15,3 68,7 20,7 9,2
2 Stunden postprandial

31,6 +12,2 69,1 21,3 6,4

54,4 + 13,3 68,1 20,9 9,3
6 Stunden postprandial

51,3+ 14,8 67,6 25,9 4,5

78,7+ 15,8 70,5 20,5 7,9

Wahrend die SCFA-Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit deutlich gegenuber
den Verhaltnissen in vivo reduziert waren, konnte anhand des Verhaltnisses von
Acetat, Propionat und Butyrat die Ahnlichkeit der mikrobiellen Fermentation in vitro
mit den Verhaltnissen im Caecum unter In-vivo-Bedingungen (HINTZ et al. 1971;
ARGENZIO et al. 1974; SCHWABENBAUER 1979) verdeutlicht werden. Beim
Vergleich der Verhaltnisse von Acetat, Propionat und Butyrat in der

Caecumflissigkeit des Pferdes am Starttag (Versuch 3) mit dem ersten Tag der
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Kontrollphase wird ersichtlich, dass wahrend der Inkubation im Cositec-System eine
Verminderung des molaren Acetat-Anteils von 71 % in der Caecumflussigkeit auf
61 % am ersten Tag der Kontrollphase zugunsten des molaren Anteils an Propionat
auftrat. Dieser stieg von 21 % in der Caecumflussigkeit auf 29 % am ersten Tag der
Kontrollphase an. Im Gegensatz dazu blieb der molare Butyrat-Anteil nahezu
unverandert. Uber die Dauer der Kontrollphase von finf Tagen blieben die molaren
Anteile der einzelnen kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und Butyrat konstant,
wodurch konstante In-vitro-Fermentationsbedingungen reflektiert wurden. Wie zuvor
erwahnt, ist das Verhaltnis von Acetat zu Propionat von der Futterung abhangig,
wobei der Propionat-Anteil bei einem hoheren Starkeanteil in der Ration zunimmt.
Demnach konnte die Zunahme des molaren Anteils an Propionat durch einen
héheren Starkeanteil in der gefriergetrockneten Partikelphase begriindet sein. In den
In-vitro-Untersuchungen von DILL et al. (2007) wurden gegenuber den vorliegenden
Untersuchungen ein um ca. 30 % geringerer molarer Anteil an Acetat ermittelt. Beim
Vergleich dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen
ist jedoch zu beachten, dass DILL et al. (2007) nicht vorverdautes Futter (Heu und
Mais) als zu fermentierendes Substrat einsetzten, wodurch den Mikroorganismen in

vitro ein anderes Substrat zur Verfiugung stand als unter /n-vivo-Bedingungen.

Die Ammoniak-Konzentrationen lagen im Cositec-System im Mittel bei 9,0 £ 1,0
mmol/l, wobei zur Sicherstellung eines optimalen mikrobiellen Wachstums die
NH4Cl-Konzentration in der Pufferlésung auf 5 mmol/l eingestellt wurde. Ammoniak
entsteht als zentrales Abbauprodukt im mikrobiellen Stoffwechsel beim Abbau des im
Dunndarm nicht verdauten Proteins und NPN-Verbindungen. Je nach Art des Futters
und dem Zeitpunkt nach der Fatterung variieren die Ammoniak-Konzentrationen im
Caecuminhalt des Pferdes zwischen 1,2 und 5,9 mmol/l (MEYER 1980). Die
hochsten Ammoniak-Konzentrationen liegen dabei in den ersten beiden Stunden
postprandial vor (SCHWABENBAUER et al. 1982). Da Ammoniak eine bevorzugte
Stickstoffquelle fur die mikrobielle Proteinsynthese darstellt, verbraucht die Mikroflora
den entstandenen Ammoniak unter der Voraussetzung der Verfugbarkeit von
Kohlenstoffgerusten und Energie ihrerseits wiederum in groRerem Umfang
(ARGENZIO 1990). Die Syntheserate des Mikrobenproteins liegt im Dickdarm des

88



Diskussion

Pferdes schatzungsweise bei 20 g pro 100 g fermentierter organischer Substanz
(DROCHNER u. MEYER 1991). Demnach resultiert die Ammoniak-Konzentration in
vitro einerseits aus der Bildung des Ammoniaks durch die Mikroorganismen und
andererseits aus dem gleichzeitigen Verbrauch durch Selbige. In vivo kommt im
Gegensatz dazu noch die Resorption durch die Dickdarmschleimhaut hinzu, welche

wiederum vom pH-Wert abhangt.

Die Verdaulichkeiten der organischen Substanz lagen im Cositec-System im Mittel
bei 15,4 £ 2,0 % und kdnnen als Mal fur die Substratverwertung angesehen werden.
In vivo ist die scheinbare Verdaulichkeit der in den Dickdarm eintretenden Substanz
von ihrer Zusammensetzung, der Adaptation der Mikroflora, der Aufenthaltsdauer
des Chymus im Dickdarm sowie der mikrobiellen Aktivitat abhangig, die wiederum
u.a. von einem ausreichenden Angebot an Energie und essentiellen Nahrstoffen
(z.B. Stickstoff, Phosphor) bestimmt wird. Beim Pferd betragt die scheinbare
Verdaulichkeit der organischen Substanz im Dickdarm ca. 37,8 %, wobei grof3e
Schwankungen aufgrund der Zusammensetzung des Chymus vorliegen kdnnen
(DROCHNER u. MEYER 1991). Untersuchungen zur scheinbaren Verdaulichkeit der
organischen Substanz in den einzelnen Segmenten des Dickdarmes konnten zeigen,
dass diese im Caecum des Pferdes bei einer Futterung von Heu bzw. Silage im
Mittel 14,2 £ 2,9 % betragt (MIYAJI et al. 2008).

Die Gegenuberstellung der mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik ermittelten
quantitativen Ergebnisse mit den Verhaltnissen in vivo verdeutlicht, dass eine
Ubertragbarkeit eher begrenzt mdglich ist, wahrend Vergleiche innerhalb eines

Versuchsansatzes gut moglich sind.
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4.3 Beurteilung der verwendeten Wirkstoffdosierungen und

Nahrungsreduktionen

4.3.1 Erythromycin

Erythromycin ist ein bakteriostatisch wirkendes Makrolidantibiotikum, welches in
hoheren Dosierungen und gegen besonders empfindliche Bakterien auch eine
bakterizide Wirkung aufweist (HAIGHT u. FINLAND 1952b). Der Wirkmechanismus
besteht in der Hemmung der Proteinsynthese der Bakterien in der Phase der
Translokation. Durch die Bindung an die 50S-Untereinheit des Bakterienribosoms
wird die Translokation der Peptidyl-t-RNA von der Akzeptor- zur Donorstelle
blockiert. Somit werden zwar noch kleinere Peptide synthetisiert, die Synthese hoher
polymerisierter Peptide wird jedoch unterbunden (BURROWS 1980). Die Wirkung ist
demnach auf proliferierende Keime beschrankt (HAIGHT u. FINLAND 1952b;
KROKER et al. 1996).

Ausschliel3lich die freie Base des Erythromycins ist antibiotisch wirksam. Diese ist
jedoch bei saurem pH-Wert (pH < 6,0) sehr instabil. Um die Stabilitat im Magensaft
zu erhohen und damit eine verbesserte Bioverfugbarkeit zu erzielen, werden in der
Humanmedizin geeignete Salz- (Erythromycin-Stearat und -Phosphat) und/oder
Esterverbindungen (Erythromycin-Ethylsuccinat) eingesetzt (STAHLMANN u. LODE
2005). Wahrend Erythromycin-Estolat (Kombination aus Salz und Ester) und
Erythromycin-Ethylsuccinat als inaktive Formen im Duodenum absorbiert und
anschlie3end zur aktiven freien Base hydrolysiert werden, dissoziieren Erythromycin-
Stearat und Erythromycin-Phosphat bereits im Duodenum und werden so als freie
Base absorbiert (CHOW 1984). Erythromycin ist gut lipidléslich und erreicht eine
weite Verteilung im peripheren Gewebe, wobei hier eine hohere Konzentration als im
Serum erreicht wird (BURROWS 1980). Die Metabolisierung des Erythromycins
erfolgt vorwiegend in der Leber, wobei N-Methyl-Erythromycin mit ca. 1/20 der
ursprunglichen Aktivitat entsteht. Nach intestinaler Absorption wird ein grofRer Anteil
(ca. 65 %) der Dosis mit der Galle, davon 10 % nicht metabolisiert, ausgeschieden.
Geringe Anteile (ca. 5-15 %) werden renal, teilweise als inaktive Metabolite, eliminiert
(KROKER et al. 1996). Die Elimination der Makrolide Uber den Darm kann zu einer
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Beeintrachtigung der Mikroflora und einer Uberwucherung mit resistenten Keimen
(z.B. CI. difficile) fuhren (PERITI et al. 1993).

Das Wirkspektrum von Erythromycin umfasst in erster Linie gram-positive Bakterien
(HAIGHT u. FINLAND 1952a; BURROWS 1980). In diesem Zusammenhang gilt
jedoch zu beachten, dass die Wirksamkeit von Erythromycin vom pH-Wert abhangig
ist. Infolge einer Erhohung des pH-Wertes wurde zunachst von einer verbesserten
Wirksamkeit gegen Streptococcus pyogenes und Sarcina Iutea (HAIGHT u.
FINLAND 1952b) und spater gegen Staphylokokken (GARROD u. WATERWORTH
1956) berichtet. Des Weiteren steigt die Wirksamkeit von Erythromycin gegen gram-
negative Bakterien im Bereich von pH 6 bis 8 deutlich an (SABATH et al. 1968;
LORIAN u. SABATH 1970). Die steigende antimikrobielle Aktivitat des Erythromycins
bei einem alkalischen pH-Wert lasst sich eventuell dadurch erklaren, dass die
nichtionisierte Form des Wirkstoffes besser durch die Zellwand der Bakterien
diffundiert (SABATH et al. 1968).

Die orale Applikation von Erythromycin fuhrt beim Menschen aufgrund der hohen
Konzentration des Antibiotikums in den Faeces zu einer Reduktion der aeroben
gram-negativen Bakterien v.a. aus der Familie der Enterobacteriaceae (HARTLEY et
al. 1978; ANDREMONT u. TANCREDE 1981; ANDREMONT et al. 1983; NORD et
al. 1984a). Neben der Reduktion der aeroben Flora bewirkt die Applikation von
Erythromycin auch eine Reduktion der anaeroben Flora in den Faeces (HEIMDAHL
u. NORD 1982a; NORD et al. 1984b). HEIMDAHL u. NORD (1982a) beobachteten
bei den Patienten, die uber die Dauer von sieben Tagen mit Erythromycin (500 mg
alle zwolf Stunden, p.o.) behandelt wurden, zum Teil eine totale Elimination von
Enterococcus spp. und Streptococcus spp., sowie von Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp. und Veillonella spp.. Bei allen Patienten trat eine Kolonisation
mit Erythromycin-resistenten Enterobakterien, Staphylokokken oder Hefen auf.
Zudem stellten die Autoren bei einem Teil der Patienten eine Kolonisation mit
Erythromycin-resistenten Clostridien fest. In den In-vitro-Untersuchungen von KWOK
et al. (1979) wurden bei einer Erythromycin-Konzentration von 2 ug/ml 52 % der
untersuchten gram-negativen und 81 % der gram-positiven anaeroben Bakterien
inhibiert. Auch SUTTER et al. (1976) untersuchten die Wirkung von Erythromycin
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gegen anaerobe Bakterien und stellten fest, dass Eubacterium spp., Bifidobacterium
spp., Cl. perfringens und Propionibacterium spp. gut empfindlich waren, wohingegen
ein Groldteil der untersuchten Stamme von Bacteroides, Selenomonas sowie

Fusobacterium eine Resistenz gegenuber Erythromycin aufwies.

Die Kombination von Erythromycin und Rifampicin galt lange Zeit als Mittel der Wahl
zur Behandlung der Rhodococcus equi-Infektion beim Fohlen (LAKRITZ u. WILSON
2002; LAMMER et al. 2008). Die empfohlene Dosis betragt bei der oralen Applikation
25 mg/kg KG Erythromycin-Estolat alle sechs Stunden (PRESCOTT u. SWEENEY
1985) bzw. alle acht Stunden (HILLIDGE 1987). EWING et al. (1994) zeigten im
Rahmen einer pharmakologischen Studie an adulten Pferden, dass Erythromycin-
Estolat durch die Salze Erythromycin-Phosphat oder -Stearat ersetzt werden kann,
wobei die Autoren eine zweimalige Verabreichung von 37,5 mg/kg KG pro Tag fur
ausreichend erachteten. Gastrointestinale Stérungen konnten weder in dieser Studie
noch in den Untersuchungen von PRESCOTT et al. (1983) beobachtet werden.
Fohlen, die mit Erythromycin behandelt werden, haben jedoch ein erhdhtes Risiko
eine Diarrhoe zu entwickeln. Hierbei kann neben der antibiotischen auch die
prokinetische Wirkung des Erythromycins als Ursache in Betracht gezogen werden
(STRATTON-PHELPS et al. 2000). Die prokinetische Wirkung des Erythromycins
lasst sich auf dessen Motilin-ahnliche Wirkung auf die glatte Muskulatur des
Darmtraktes zurlckfihren, wodurch die Passage der Ingesta beschleunigt wird
(PEETERS et al. 1989; OTTERSON u. SARNA 1990; HASLER et al. 1992). Neben
der Diarrhoe zahlen Hyperthermie sowie Atemnot zu den Nebenwirkungen der
Erythromycin-Applikation beim Fohlen (STRATTON-PHELPS et al. 2000). Wahrend
Erythromycin beim Fohlen in den meisten Fallen nur eine leichte Diarrhoe hervorruft
(SWEENEY et al. 1987; GIGUERE u. PRESCOTT 1997; AINSWORTH 1999), gilt die
Applikation von Erythromycin beim adulten Pferd aufgrund der Assoziation mit der
Typhlocolitis als kontraindiziert (BURROWS 1980; OWEN 1980). Bereits die orale
Applikation von Erythromycin-Ethylsuccinat in subtherapeutischer Dosierung
(1,25 mg/kg KG alle acht Stunden) kann beim adulten Pferd zur Entwicklung einer
Typhlocolitis fuhren, wobei in den Faeces der erkrankten Pferde hohe Erythromycin-
Konzentrationen (4,1 - 8,8 pg/g) vorlagen (GUSTAFSSON et al. 1997). Bei einem
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dieser Pferde konnten Erythromycin-resistente toxinogene CI. difficile-Stamme
nachgewiesen werden, wahrend bei dem zweiten Pferd, mit Ausnahme der
Vermehrung der coliformen Bakterien und einem erhdhten pH-Wert, keine
Veranderungen in der Faecalflora festzustellen waren. In den Untersuchungen von
BAVERUD et al. (1998) reichten bereits die Erythromycin-Konzentrationen in den
Faeces der Fohlen (88,8 - 1651 pg/g) aus, um bei den Stuten eine Typhlocolitis zu
induzieren. Im Gegensatz dazu stellte BAUMS (2003) wahrend einer funftagigen
oralen Applikation von Erythromycin-Ethylsuccinat in der gleichen Dosierung wie
GUSTAFSSON et al. (1997) bei keinem der vier Versuchspferden klinische oder
hamatologische Anzeichen einer Typhlocolitis fest. Erst in Kombination mit einer
dreitagigen Nahrungskarenz konnte BAUMS (2003) bei zwei Versuchspferden eine
Typhlocolitis induzieren. Der Grund fur die unterschiedliche Auswirkung von
Erythromycin auf die gastrointestinale Mikroflora kdnnte in einer unterschiedlichen
Zusammensetzung der Dickdarmflora liegen, wobei vornehmlich das Vorhandensein
potentiell pathogener Bakterien und deren Erythromycin-Resistenz eine Rolle spielt
(GUSTAFSSON et al. 1997). Aufgrund der beschriebenen Nebenwirkungen des
Erythromycins bei Stute und Fohlen werden alternativ zum Erythromycin andere
Makrolidantibiotika (Azithromycin, Clarithromycin oder Tulathromycin) in Kombination
mit Rifampicin zur Therapie der Rhodococcus equi-Infektion beim Fohlen eingesetzt
(LAMMER et al. 2008).

In den vorliegenden Untersuchungen sollten die Veranderungen im mikrobiellen
Dickdarmstoffwechsel des Pferdes aufgezeigt werden, die nach einer oralen
Applikation von Erythromycin auftreten. Hierfir war es zunachst notwendig, die
Erythromycin-Konzentration im Caecumchymus eines mit Erythromycin behandelten
Pferdes zu bestimmen. Aus diesem Grund wurde in Anlehnung an die
Untersuchungen von GUSTAFSSON et al. (1997) einem adulten Pferd uber die
Dauer von funf Tagen Erythromycin-Ethylsuccinat in subtherapeutischer Dosierung
(1,25 mg/kg KG alle acht Stunden p.o.) verabreicht. Pro Kilogramm Caecuminhalt
wurde bei diesem Pferd eine Konzentration von 20 £ 3 mg Erythromycin
nachgewiesen. Auf der Grundlage dieser Untersuchung wurden in Versuch 7 vier

verschiedene Erythromycin-Dosierungen (1,25, 2,5, 10 und 20 mg/d) kontinuierlich
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uber die Pufferldosung den Fermentern zugefihrt. Anhand der andauernden
Reduktion der Propionat-Produktionsraten bei der Verabreichung von 10 mg
Erythromycin pro Tag konnte gezeigt werden, dass diese Dosis ausreichte, um eine
andauernde Reduktion der mikrobiellen Fermentationsrate im Cositec-System
hervorzurufen (Abb. 4.1). Der transiente Abfall der Propionat-Produktionsraten durch
die Verabreichung der beiden niedrigen Erythromycin-Dosierungen (1,25 und 2,5
mg/d) kdnnte zum einen durch eine zunehmende Resistenzentwicklung ursprunglich
Erythromycin-empfindlicher Bakterien oder zum anderen durch ein vermehrtes
Wachstum Propionat-produzierender Bakterien mit einer naturlichen Erythromycin-
Resistenz begrindet sein, die sich in Folge der selektiven Reduktion Erythromycin-
empfindlicher Bakterien verstarkt vermehren konnten. Im Gegensatz dazu konnte bei
der Verabreichung der beiden hohen Erythromycin-Dosierungen (10 und 20 mg/d)
keine Erholung der Propionat-Produktionsraten beobachtet werden. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurde in den nachfolgenden Versuchen eine Erythromycin-Dosierung
von 10 mg/d beibehalten.

Kontrollphase Versuchsphase
0,60

0,50 -
0,40 -
0,30 -

0,20

Propionat [mmol/d]

0,10

0,00 T T T T T T T T T T T

Zeit [d]

‘—EI—E1,25 —®—E25 —A— E10 —6—E20

Abb. 4.1: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe
(x £ SD; Kontrollphase: n = 12, Versuchsphase: n = 3); Ergebnisse zur Signifikanz der
globalen F-Tests aus der Varianzanalyse: Faktor Behandlung p < 0,05, Faktor Zeit p < 0,05,
Wechselwirkung Behandlung x Zeit p < 0,05; paarweiser Vergleich der Mittelwerte mit
t-verteilten PrifgroRen (p < 0,05): E1,25 vs. E10; E1,25 vs. E20; E2,5 vs. E10; E2,5 vs. E20;
(E1,25=1,25 mg E/d; E2,5 = 2,5 mg E/d; E10 = 10 mg E/d; E20 = 20 mg E/d)
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4.3.2 Erythromycin und Nahrungsreduktion

Im Hinblick auf die Zuordnung der Typhlocolitis zu den Faktorenkrankheiten wurde
der Einfluss der Kombination der Faktoren Erythromycin und Nahrungsreduktion auf
den mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel des Pferdes untersucht. Experimentelle
Untersuchungen an gesunden Pferden belegen, dass nach einer Nahrungskarenz
von 100 Stunden die Trockensubstanzmenge im Caecum auf 30 % verglichen mit
den Pferden der Kontrollgruppe reduziert ist (DEEGEN et al. 1995). Auf Grundlage
dieser Untersuchungen wurde in Versuch 8 zusatzlich zur Verabreichung von
Erythromycin (10 mg/d) eine Reduktion der Substratmenge auf 60, 30 und 10 %
gegenuber der Kontrollphase vorgenommen und mit einer alleinigen Erythromycin-
Zugabe (10 mg/d) verglichen. Neben der Reduktion der Substratmenge auf 30 %
wurde diese auf 60 und 10 % reduziert, um zu ermitteln, ab welcher Reduktionsstufe
zusatzlich zur Erythromycin-Applikation eine Beeintrachtigung der mikrobiellen
Stoffwechselleistungen  hervorgerufen wird. Wahrend die Reduktion der
Substratmenge auf 60 % gegenuber der alleinigen Erythromycin-Applikation keinen
weiteren Effekt auf den mikrobiellen Dickdarmstoffwechsel hatte, konnte ab einer
Reduktion der Substratmenge auf 30 % eine Verminderung der mikrobiellen
Stoffwechselleistungen  gegentber der alleinigen  Erythromycin-Applikation
nachgewiesen werden. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde in Versuch 9 eine
vergleichende Untersuchung der Wirkung von Erythromycin, einer Reduktion der
Substratmenge auf 30 % und der Kombination beider Faktoren auf die mikrobiellen

Stoffwechselleistungen vorgenommen.
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4.4 Veranderungen der mikrobiellen Stoffwechselleistungen durch
die Zugabe von Erythromycin und der Reduktion der

Trockensubstanz

441 pH-Wert

Der pH-Wert im Dickdarm resultiert aus den Einflissen verschiedener Faktoren,
bestehend aus der Produktion organischer Sauren und Ammoniak durch die
Dickdarmflora, der Resorption dieser Stoffwechselprodukte und der Bikarbonat-
sekretion durch die Dickdarmschleimhaut. Dabei sind die SCFA-Konzentrationen
negativ, die Ammoniak-Konzentrationen hingegen positiv mit dem pH-Wert korreliert.
Im Cositec-System weist die eingesetzte Pufferlésung aufgrund des hohen
Bikarbonatgehaltes (HCO3;: 25 mmol/l) eine hohe Pufferkapazitat auf, wodurch
signifikante Anderungen im pH-Wert erst bei drastischen Veranderungen im
mikrobiellen Stoffwechsel zu erwarten sind. Durch die Applikation von Erythromycin
wurden in den einzelnen Versuchen unterschiedliche Veranderungen des pH-Wertes
hervorgerufen. Wahrend in den Versuchen 7 und 9 keine Veranderungen des pH-
Wertes beobachtet werden konnten (Abb. 3.13 und 3.37), stieg der pH-Wert in
Versuch 8 an (Abb. 3.25). Dieser Anstieg wurde durch die zusatzliche Reduktion der
Trockensubstanz auf 10 % verstarkt. In Versuch 9 fuhrte sowohl die Kombination von
Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % als auch die
alleinige Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % zu einem behandlungs- und
zeitabhangigen Anstieg des pH-Wertes. Parallel zum Anstieg des pH-Wertes konnte
in den Versuchen 8 und 9 eine Reduktion der SCFA-Produktionsraten verzeichnet
werden (Abb. 3.27 und 3.39). Demnach lasst sich der Anstieg des pH-Wertes im
Cositec-System auf die abnehmenden SCFA-Produktionsraten der Bakterien
zurUckfuhren, wie sie in Versuch 8 und 9 beobachtet werden konnten.
Wahrenddessen bewirkte die Zugabe von Erythromycin in Versuch 7 weder
Veranderungen im pH-Wert noch in den SCFA-Produktionsraten (Abb. 3.15). Auch
DEEGEN et al. (1995) beobachteten im Caecum der Pferde aus der Karenzgruppe
einen Anstieg des pH-Wertes auf einen Hochstwert von nahezu 8, welcher von einer

Reduktion der SCFA-Konzentrationen um 94 % verglichen mit den Pferden aus der
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Kontrollgruppe begleitet war. Ein Einfluss der Ammoniak-Konzentration auf den pH-

Wert konnte in den vorliegenden Untersuchungen nicht festgestellt werden.

Im Zusammenhang mit dem Anstieg des pH-Wertes ist zu beachten, dass die
Wirksamkeit von Erythromycin gegenliber gram-negativen Bakterien im Bereich von
pH 6 und 8 zunimmt (SABATH et al. 1968; LORIAN u. SABATH 1970). Da im
Caecum des Pferdes der Anteil an gram-negativen Bakterien mehr als 80 %
(ca. 60 % gram-negative Stabchen, 20 % gram-negative Kokken) betragt (KERN et
al. 1973; KERN et al. 1974), besteht die Gefahr, dass bei deren Lyse in vermehrtem
Male Endotoxine freigesetzt werden, welche wiederum eine Endotoxamie

hervorrufen kbnnen.

4.4.2 Redoxpotential

Das Redoxpotential charakterisiert die Gesamttendenz der Oxidations-Reduktions-
Prozesse (GRUTTE 1963) und beeinflusst in entscheidendem MaRe die
topographische Verteilung der Keimgruppen des Gastrointestinaltraktes. Strikte
Anaerobier sind erst bei einem Redoxpotential zwischen -100 und -300 [mV] in der
Lage sich zu vermehren (SCHULZE u. JACOB 1981). Veranderungen im
Redoxpotential kénnen grundsatzlich durch Stoffwechselprodukte mit Redox-
charakter, durch die Aktivitdt von verschiedenen Enzymen in der Zelle (Oxidasen,
Dehydrogenasen) sowie durch Veranderungen des O,-Druckes hervorgerufen
werden (JACOB 1970). In den vorliegenden Untersuchungen bewirkte sowohl die
Zugabe von Erythromycin (Versuch 7, 8, 9) als auch die Kombination von
Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz (Versuch 8), einen
zeitabhangigen Abfall des Redoxpotentials. Ein Unterschied zwischen den
verschiedenen Behandlungen konnte weder in Versuch 7 noch in Versuch 8
nachgewiesen werden (Abb. 3.14 und 3.26). Der Abfall des Redoxpotentials deutet
auf eine Abnahme der anaeroben Verhaltnisse im System hin, wobei durch
Erythromycin in erster Linie reduzierende Bakterien abgetotet wurden. Durch den
Abfall des Redoxpotentials wurden die Lebensbedingungen der strikt anaeroben
Bakterien im System verschlechtert. Im Gegensatz dazu bewirkte die alleinige

Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % (Versuch 9) einen Anstieg des
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Redoxpotentials (Abb. 3.38). Folglich hatte die Reduktion der Trockensubstanz keine
Auswirkungen auf die reduzierenden Bakterien. Vielmehr stabilisierten sich unter
diesen Umstanden die anaeroben Verhaltnisse im System. Dieser Effekt konnte auch
bei der Kombination beider Faktoren festgestellt werden. Demnach wurde durch die
Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz kein
signifikanter Abfall des Redoxpotentials hervorgerufen, wahrend die alleinige Zugabe
von Erythromycin zu einem signifikanten Abfall des Redoxpotentials gegenliber dem
Kontrollansatz fuhrte (Abb. 3.38). In diesem Versuch wurden wahrscheinlich durch
die Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz im
Vergleich zur alleinigen Erythromycin-Zugabe weniger reduzierende Bakterien
gehemmt, wodurch ein negativeres Redoxpotential aufrechterhalten werden konnte.
Dieser Effekt konnte allerdings in Versuch 8 nicht beobachtet werden (Abb. 3.26).
Die unterschiedliche Auswirkung der Kombination von Erythromycin mit einer
Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % gegenuber der alleinigen Erythromycin-
Zugabe in den Versuchen 8 und 9 spiegelt erneut die unterschiedliche

Zusammensetzung der Mikroflora in den einzelnen Versuchen wieder.

4.4.3 SCFA-Produktionsraten

Die Applikation von Erythromycin wirkte sich unterschiedlich auf die SCFA-
Produktionsraten in den einzelnen Versuchen aus. Wahrend in Versuch 7 keine
gerichteten Veranderungen in den SCFA-Produktionsraten infolge der Applikation
von Erythromycin auftraten (Abb. 3.15), bewirkte diese einen Abfall der SCFA-
Produktionsraten in den Versuchen 8 und 9 (Abb. 3.27 und 3.39). Auch in der
Literatur liegen unterschiedliche Angaben uber die Veranderungen der SCFA-
Konzentrationen in Folge einer oralen Verabreichung von Erythromycin vor. In diesen
Studien wurden allerdings die SCFA-Konzentrationen in den Faeces des Menschen
bestimmt. Da die kurzkettigen Fettsauren die Endprodukte des mikrobiellen
Dickdarmstoffwechsels darstellen, lassen sich Veranderungen in den faecal
ausgeschiedenen SCFA-Konzentrationen auf die Wirkung der Antibiotika auf die
Mikroflora im Dickdarm zurtckfiuhren (HOVERSTAD et al. 1986). CLAUSEN et al.
(1991) verzeichneten nach der oralen Verabreichung von Erythromycin (500 mg, 2 x

taglich) eine Reduktion der SCFA-Konzentrationen in den Faeces um 36 %, die mit
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einer Erhéhung des pH-Wertes von 7,1 auf 7,5 einherging. Des Weiteren stellten die
Autoren in vitro bereits durch die Zugabe von Erythromycin in niedriger Dosierung
(0,04 g/l) eine Reduktion der SCFA-Produktionsraten fest. Dieser Effekt wurde durch
die Zugabe von Erythromycin in einer hoheren Dosierung (4,00 g/l) noch verstarkt.
Auch MELLON et al. (2000) konnten in vitro durch die Zugabe von Erythromycin
(4,00 g/l) eine Reduktion der SCFA-Produktionsraten (um 65 %) hervorrufen. Im
Gegensatz dazu beobachteten HEIMDAHL u. NORD (1982b) und HOVERSTAD et
al. (1986) bei der oralen Verabreichung von Erythromycin (500 mg 2 x taglich bzw.
250 mg 4 x taglich) Uber sechs bzw. sieben Tage eine geringfligige Reduktion der
SCFA-Konzentrationen in den Faeces, die jedoch nicht signifikant war. In den In-
vitro-Untersuchungen von CARMAN et al. (2005) konnten infolge der Applikation von
Erythromycin keine Veranderungen der SCFA-Produktionsraten festgestellt werden.
Den Grund hierfur sehen die Autoren in der vergleichsweise niedrigen Dosierung des

Erythromycins (1,5, 15 und 150 pg/ml).

Die beobachteten unterschiedlichen Veranderungen der SCFA-Produktionsraten in
den einzelnen Versuchen lassen sich auf den unterschiedlichen Effekt der
Erythromycin-Applikation auf die Produktionsraten der einzelnen kurzkettigen
Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat in den jeweiligen Versuchen zurtckfuhren.
Die Ursache hierfir konnte in der bereits beschriebenen unterschiedlichen
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Caecum der einzelnen Pferde,
sowie in einer divergierenden Erythromycin-Resistenz der Mikroorganismen liegen.
Wahrend die Verabreichung von Erythromycin in den Versuchen 7 und 9 keinen
Effekt auf die Acetat-Produktionsraten hatte (Abb. 3.16 und 3.40), konnte in Versuch
8 eine Reduktion der Acetat-Produktionsraten nachgewiesen werden (Abb. 3.28).
HEIMDAHL u. NORD (1982a) und HOVERSTAD et al. (1986) beobachteten bei der
oralen Verabreichung von Erythromycin ebenfalls eine geringfugige Abnahme der
Acetat-Konzentrationen, die jedoch nicht signifikant war. Acetat wird als
Stoffwechselprodukt einer Vielzahl von Bakterien im Caecum des Pferdes gebildet
(z.B. Bacteroides spp., Selenomonads spp., Eubacterium spp., Butyrivibrios spp.,
Streptococcus spp., Propionibacterium spp.) (MACZULAK et al. 1985). Die geringe

Verminderung der Acetat-Produktionsraten im Zuge der Erythromycin-Zugabe deutet
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darauf hin, dass durch die Verabreichung von Erythromycin nur ein kleiner Teil der

Acetat-produzierenden Bakterien gehemmt wurde.

Im Gegensatz dazu bewirkte die Verabreichung von Erythromycin in allen Versuchen
eine Reduktion der Propionat-Produktionsraten um 60 bis 67 % (Abb. 3.17, 3.29 und
3.41). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Erythromycin trotz der unterschiedlichen
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in den einzelnen Versuchen,
einen einheitlichen Effekt auf die Propionat-produzierenden Bakterien hatte.
Propionat wird im Caecum des Pferdes in erster Linie von Propionibacterium spp.
und Selenomonads spp. produziert, wobei Butyrivibrios spp., Bacteroides spp. und
Lactobacillus spp. ebenfalls geringe Mengen Propionat produzieren (MACZULAK et
al. 1985). Auch in der Humanmedizin liegen Berichte Uber eine starke Reduktion der
Propionat-Konzentrationen in den Faeces infolge der Verabreichung von
Erythromycin vor. HEIMDAHL u. NORD (1982a) stellten nach einer vier- bis
funftagigen oralen Verabreichung von Erythromycin eine Verminderung der
Propionat-Konzentrationen in den Faeces um 70 bis 80 % fest. Auch in den
Untersuchungen von HOVERSTAD et al. (1986) konnte am 6. Tag der Applikation
ein Abfall der Propionat-Konzentrationen um ca. 80 % beobachtet werden. MELLON
et al. (2000) zeigten, dass die Propionat-Produktion bei der In-vitro-Inkubation von
Faeces der Patienten, die Uber die Dauer von einer Woche oral mit Erythromycin

behandelt wurden, vollstandig unterbunden wurde.

Ein komplett anderes Bild stellte sich bei der Betrachtung der Veranderungen der
Butyrat-Produktionsraten in den einzelnen Versuchen infolge der Erythromycin-
Applikation dar. Wahrend die Applikation von Erythromycin in Versuch 7 zu einem
Anstieg der Butyrat-Produktionsraten fihrte (Abb. 3.18), konnte in Versuch 8 ein
Abfall der Butyrat-Produktionsraten beobachtet werden (Abb. 3.30). Im Gegensatz
dazu lieR sich in Versuch 9 nur eine geringfugige Reduktion der Butyrat-
Produktionsraten verzeichnen, die jedoch nicht signifikant war (Abb. 3.42). In der
Humanmedizin wurden bei der oralen Verabreichung von Erythromycin ebenfalls nur
geringflgige, nicht signifikante Verminderungen der Butyrat-Konzentrationen in den
Faeces nachgewiesen (HEIMDAHL u. NORD 1982a; HOVERSTAD et al. 1986).

Butyrat wird im Caecum des Pferdes in erster Linie von Butyrivibrios spp. produziert.
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Daneben entsteht Butyrat in geringeren Mengen u.a. im Stoffwechsel von
Eubacterium spp. (MACZULAK et al. 1985). Die unterschiedliche Auswirkung der
Erythromycin-Zugabe auf die Butyrat-Produktionsraten lasst auf eine
unterschiedliche Erythromycin-Resistenz der Bakterien im Caecum der einzelnen
Pferde schlieRen. Es ist davon auszugehen, dass in Versuch 7 ein Groliteil der
Butyrat-produzierenden Bakterien resistent gegenuber Erythromycin war und sich in
Folge der selektiven Reduktion der Propionat-produzierenden Bakterien verstarkt
vermehren konnte. Im Gegensatz dazu deutet die Reduktion der Butyrat- und
Propionat-Produktionsraten in Versuch 8 darauf hin, dass in diesem Versuch sowohl
ein Grolteil der Butyrat- als auch der Propionat-produzierenden Bakterien

empfindlich gegenlber Erythromycin war.

Anhand der beobachteten unterschiedlichen Veranderungen der Produktionsraten
von Acetat, Propionat und Butyrat durch die Applikation von Erythromycin in den
einzelnen Versuchen wird ersichtlich, dass Erythromycin je nach Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft im Dickdarm einen unterschiedlichen Einfluss auf die
mikrobiellen Stoffwechselleistungen hatte. AusschlieBlich in Bezug auf die Reduktion
der Propionat-Produktionsraten lag ein einheitlicher Effekt der Erythromycin-

Applikation vor.

Durch die zusatzliche Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % konnte in Versuch 8
verglichen mit der alleinigen Erythromycin-Zugabe keine weitere Verminderung der
mikrobiellen Stoffwechselleistungen in Form einer Reduktion der Produktionsraten
von Acetat, Propionat und Butyrat beobachtet werden (Abb. 3.28, 3.29 und 3.30).
Demnach reichte eine Reduktion der Trockensubstanz auf 60 % nicht aus, um den
mikrobiellen Stoffwechsel zusatzlich zur Erythromycin-Zugabe zu beeintrachtigen. Im
Gegensatz dazu bewirkte die Reduktion der Trockensubstanz auf 30 und 10 % einen
starkeren Abfall der SCFA-Produktionsraten, welcher aus dem Abfall der
Produktionsraten von Acetat, Propionat und Butyrat resultierte. Die starkste
Verminderung der mikrobiellen Fermentationsleistung wurde dabei durch die
Reduktion der Trockensubstanz auf 10 % hervorgerufen. Die Ergebnisse dieses
Versuches bestatigen, dass der Effekt des Erythromycins durch die Reduktion der

Trockensubstanz (30 und 10 %) verstarkt wird. Es ist davon auszugehen, dass die
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Erythromycin-Applikation ausschliel3lich eine Hemmung Erythromycin-empfindlicher
Bakterien bewirkte, wahrend durch die Reduktion der Trockensubstanz zusatzlich
Erythromycin-resistente Bakterien geschadigt wurden. In der Literatur konnten keine
Angaben zu Untersuchungen gefunden werden, die sich mit den Veranderungen auf
der Ebene des mikrobiellen Stoffwechsels bei der Verabreichung von Erythromycin in

Kombination mit einer reduzierten Nahrungsaufnahme befassen.

Die vergleichende Untersuchung des Einflusses von Erythromycin, einer Reduktion
der Trockensubstanz auf 30 % und der Kombination beider Faktoren in Versuch 9
verdeutlichte, dass die starke Abnahme der Produktionsraten von Acetat und Butyrat
in erster Linie durch die Reduktion der Trockensubstanz verursacht wurde (Abb. 3.40
und 3.42). Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass die Nachweisgrenze fur
Butyrat bereits am zweiten Tag der Versuchsphase unterschritten wurde. Darlber
hinaus bewirkten sowohl die Reduktion der Trockensubstanz als auch die
Erythromycin-Zugabe einen starken Abfall der Propionat-Produktionsraten, der durch
die Kombination beider Faktoren noch verstarkt wurde (Abb. 3.41). Auch in Bezug
auf die Reduktion der SCFA- und Acetat-Produktionsraten zeichnete sich durch die
Kombination beider Faktoren eine Intensivierung der Einzeleffekte ab. Dies konnte
jedoch statistisch nicht abgesichert werden. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse
lasst sich ableiten, dass in vivo vor allem eine reduzierte Nahrungsaufnahme zu
einer erheblichen Verminderung der mikrobiellen Stoffwechselleistungen fuhrt,

welche bei einer zusatzlichen Verabreichung von Erythromycin noch verstarkt wird.

Beim Vergleich der Veranderungen der mikrobiellen Stoffwechselleistungen in den
einzelnen Versuchen bei identischer Behandlung wird ersichtlich, dass je nach
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft die Wirkung der jeweiligen
Behandlung unterschiedlich sein kann. Eine vergleichende Untersuchung mehrerer
Behandlungen sollte demnach innerhalb eines Versuchsansatzes durchgefuhrt

werden.
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4.4.4 Ammoniak-Konzentration

Die grofdte Menge des intestinalen Ammoniaks wird durch gram-negative Anaerobier,
Clostridium spp., Enterobacteriaceae spp. und Bacillus spp. produziert, wohingegen
Streptococcus spp. und Micrococcus spp. sowie gram-positive, nicht sporenbildende
Anaerobier moderate Mengen Ammoniak bilden. Lactobacillus spp. und Hefen bilden
dagegen nur geringe Mengen Ammoniak (VINCE u. BURRIDGE 1980). Wie bereits
beschrieben verwenden die Mikroorganismen Ammoniak zur mikrobiellen
Proteinsynthese, wodurch die Ammoniak-Konzentration in vitro aus der Bildung und
dem Verbrauch durch die Mikroorganismen resultiert. Limitierende Faktoren fur die
mikrobielle Proteinsynthese sind die Verflgbarkeit von Kohlengeriststoffen und die
energetische Versorgung der Mikroorganismen. Eine Abnahme der Ammoniak-
Konzentrationen im Cositec-System kann auf der einen Seite durch eine verminderte
Proteolyse und auf der anderen Seite durch eine Zunahme der mikrobiellen
N-Assimilation erklart werden. In Versuch 7 wurde infolge der Zugabe von
Erythromycin eine transiente Abnahme der Ammoniak-Konzentrationen beobachtet
(Abb. 3.23). Parallel dazu traten ein Abfall der Propionat-Produktionsraten (Abb.
3.17) sowie ein Anstieg der Butyrat-Produktionsraten (Abb. 3.18) auf. Die
Verminderung der Ammoniak-Konzentrationen konnte folglich zum einem aus einer
verminderten Proteolyse der durch Erythromycin geschadigten Propionat-
produzierenden Bakterien und zum anderen aus einer verstarkten N-Assimilation
Butyrat-produzierender Bakterien resultieren. Im Gegensatz dazu lieRen sich weder
in Versuch 8 noch in Versuch 9 infolge der alleinigen Erythromycin-Applikation Ver-
anderungen der Ammoniak-Konzentrationen verzeichnen (Abb. 3.35 und 3.47).
Demgegenuber konnte in Versuch 8 durch die Kombination von Erythromycin mit
einer Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % bzw. 10 % ein Abfall der Ammoniak-
Konzentrationen festgestellt werden (Abb. 3.35). Der gleiche Effekt zeigte sich in
Versuch 9 im Zuge der Reduktion der Trockensubstanz auf 30 % und der
Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion der Trockensubstanz auf 30 %
(Abb. 3.47). Der beobachtete Abfall der Ammoniak-Konzentrationen in den
Versuchen 8 und 9 resultierte vermutlich aus einer verminderten Ammoniak-Bildung

infolge eines reduzierten mikrobiellen Proteinabbaues, da den Mikroorganismen
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aufgrund der reduzierten Substratmenge weniger Protein zur Verfigung stand und
zudem die Stoffwechselleistungen der Mikroorgansimen, wie anhand der Abnahme
der SCFA-Produktionsraten (Abb. 3.27 und 3.39) und der Verdaulichkeiten der
organischen Substanz (Abb. 3.36 und 3.48) ersichtlich wurde, stark eingeschrankt
waren. Eine Zunahme der N-Assimilation ist aufgrund der mangelhaften
energetischen Versorgung der Mikroorganismen durch die Reduktion der

Trockensubstanz als unwahrscheinlich anzusehen.

4.4.5 Verdaulichkeit der organischen Substanz

Im Cositec-System besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Substrat-
verwertung durch die Mikroorganismen und deren Stoffwechselleistungen. Ruck-
schlisse auf den Grad der Substratverwertung konnen hierbei anhand der
Verdaulichkeit der organischen Substanz gezogen werden. In Versuch 7 stieg die
Verdaulichkeit der organischen Substanz durch die Zugabe von Erythromycin in allen
Versuchansatzen zeitabhangig an (Abb. 3.24). Parallel dazu konnte ein zeitab-
hangiger Anstieg der Butyrat-Produktionsraten beobachtet werden (Abb. 3.18).
Demnach lasst sich der Anstieg der Verdaulichkeit der organischen Substanz mit
groler Wahrscheinlichkeit auf die gesteigerten Stoffwechselleistungen der Butyrat-
produzierenden Bakterien zurlckfihren. Im Gegensatz hierzu liel3 sich in allen
Versuchsansatzen der Versuche 8 und 9 eine Abnahme der Verdaulichkeit der
organischen Substanz feststellen (Abb. 3.36 und 3.48). Als Ursache hierfur kann eine
verringerte Substratverwertung der durch die Zugabe von Erythromycin und die
Nahrungsreduktion geschadigten Bakterien angesehen werden, woraus auch die
bereits beschriebene Reduktion der SCFA-Produktionsraten resultierte (Abb. 3.27
und 3.39). In Versuch 8 wurde die starkste Verminderung der Verdaulichkeit der
organischen Substanz durch die Kombination von Erythromycin mit einer Reduktion
der Trockensubstanz auf 10 % hervorgerufen, wobei die Verdaulichkeit der
organischen Substanz ab dem 14. Versuchstag im negativen Bereich lag. Die
Annahme negativer Werte resultierte daraus, dass die rickgewogene Substratmenge
nach der Verweilzeit des Beutels von 48 Stunden im Cositec-System Uber der
eingewogenen Substratmenge lag. Dies lasst sich eventuell darauf zurtckflhren,

dass sich wahrend der Inkubation des Substrates Mikroorganismen aus der flissigen

104



Diskussion

Phase an die Partikelphase im Beutel anhefteten und folglich nach der Entnahme
des Beutels zusatzlich zur Substratmenge zurickgewogen wurden. Anhand der stark
reduzierten Fermentationsleistungen der Mikroorganismen in diesem Versuchs-
ansatz, welche sich in Form einer Abnahme der SCFA-Produktionsraten (Abb. 3.27),
vor allem der Produktionsraten von Propionat (Abb. 3.29) und Butyrat (Abb. 3.30)
aulderten, ist davon auszugehen, dass die Verdaulichkeit der organischen Substanz
eigentlich im Bereich von Null liegen musste. Aus diesem Grund wurde der Einfluss
der Mikroorganismen auf die rlickgewogene Substratmenge und somit auf die
Verdaulichkeit der organischen Substanz ersichtlich. Dies wirde allerdings bedeuten,
dass auch in den anderen Versuchsansatzen zusatzlich zur eingewogenen
organischen Substanz im Beutel Mikroorganismen aus der Flussigkeit im Fermenter
zurickgewogen wurden und somit einen Einfluss auf die Verdaulichkeit der
organischen Substanz austbten, welcher in den vorliegenden Untersuchungen
jedoch unberucksichtigt blieb. Die vergleichende Untersuchung der Wirkung der
Faktoren Erythromycin, Reduktion der Trockensubstanz und deren Kombination in
Versuch 9 zeigte, dass durch die Kombination beider Faktoren der starkste Abfall der
Verdaulichkeit der organischen Substanz und somit auch die starkste Verminderung

der mikrobiellen Stoffwechselleistungen hervorgerufen wurden (Abb. 3.48).

4.4.6 Wirkung des veranderten Mikrobenstoffwechsels auf den

Wirtsorganismus

In den vorliegenden Untersuchungen konnte anhand der starken Abnahme der
SCFA-Produktionsraten gezeigt werden, dass eine Reduktion der Trockensubstanz
auf 30 % des Ausgangswertes zu einer extremen Verminderung der mikrobiellen
Fermentationsrate fuhrte, welche bei gleichzeitiger Verabreichung von Erythromycin
in Bezug auf die Propionat-Produktionsraten und die Verdaulichkeiten der
organischen Substanz noch potenziert wurde (Versuch 9). Besonders auffallig ist
hierbei der rapide Abfall der Butyrat-Produktionsraten, so dass in beiden
Versuchsansatzen bereits am zweiten Tag der Versuchsphase kein Butyrat mehr
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.42). Auch im Caecum des Pferdes wurde nach

einer Nahrungskarenz von 24 Stunden ein deutlicher Abfall der SCFA-
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Konzentrationen festgestellt, wobei die Butyrat-Konzentrationen bereits zu diesem
Zeitpunkt unterhalb der Nachweisgrenze lagen (BAUMS 2003). DEEGEN et al.
(1995) berichteten nach einer Nahrungskarenz von 100 Stunden ebenfalls von einer
starken Reduktion der SCFA-Konzentrationen im Caecum. Wahrend diese im
Caecum der Pferde aus der Kontrollgruppe bei 80,9 + 31,6 mmol/l lagen, wurden im
Caecum der Pferde aus der Karenzgruppe SCFA-Konzentrationen von 4,7 + 3,0
mmol/l gemessen. Die Reduktion der SCFA-Konzentrationen ging mit einem Anstieg
des pH-Wertes auf nahezu 8 einher. In dieser Untersuchung wurde ebenfalls die
enorme Auswirkung der Nahrungskarenz auf die Butyrat-Konzentrationen deutlich.
Der Anteil des Butyrats an der Gesamtmenge der SCFA betrug in der Karenzgruppe
nur noch 1,9 + 3,3 %, wahrend in der Kontrollgruppe ein Anteil von 16,7 + 1,9 %
ermittelt wurde. Des Weiteren beobachteten die Autoren eine Zunahme des Valerat-
Anteils auf 3,8 + 6,6 % im Caecum der Karenztiere, wahrend im Caecum der
Kontrolltiere ein Valerat-Anteil von 0,1 + 0,2 % vorlag. In diesem Zusammenhang
diskutierten die Autoren die Etablierung einer Mikroflora, welche aufgrund des
Substratmangels vor allem Mukus, Zelldetritus oder andere endogene N-haltige
Substrate abbaute, und zogen in Betracht, dass zu diesem Zeitpunkt bereits eine
Schadigung der Darmschleimhaut einsetzte, die in Zusammenhang mit anderen
Storfaktoren schliel3lich die Entstehung einer Typhlopathie begunstigen konnte. Als
weitere Ursache fur die Erhdhung des Valerat-Anteils zogen die Autoren ein
vermehrtes Vorhandensein von Clostridien in Betracht, da Valerat in erster Linie von
Clostridien gebildet wird (CATO et al. 1986). Im Gegensatz dazu wurde in den
vorliegenden Untersuchungen weder wahrend der Kontrollphase noch wahrend der
Versuchsphase Valerat nachgewiesen. Dies konnte einerseits dadurch begrindet
sein, dass den Mikroorganismen im Cositec-System ausschliel3lich das zugegebene
Substrat zur Verflugung stand. Folglich konnte zum Ausgleich des Substratmangels
kein zusatzlicher Abbau endogener N-haltiger Substrate wie Mukus und Zelldetritus
erfolgen. Andererseits besteht die Madoglichkeit, dass im Caecuminhalt der
Spendertiere keine oder nur wenige Clostridien vorhanden waren. Untersuchungen
zur qualitativen Zusammensetzung der Mikroflora im Caecum der Spendertiere

wurden nicht durchgefuhrt.
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Aufgrund der vielfaltigen physiologischen Effekte der SCFA kdnnen aus dem
beschriebenen Ruckgang der mikrobiellen SCFA-Produktionsraten Auswirkungen auf
den Wirtsorganismus abgeleitet werden. Wahrend beim Wiederkauer ca. 60 % des
Energiebedarfes durch SCFA gedeckt werden, die im Rahmen der mikrobiellen
Fermentation von Kohlenhydraten und Proteinen im Pansen produziert werden
(SICILIANO-JONES u. MURPHY 1989), liefern die aus dem Caecum absorbierten
SCFA nach Berechnungen von GLINSKY et al. (1976) annahrend 30 % der fur den
Erhaltungsbedarf bendtigten Energie eines Pferdes. Annahernd sieben Prozent der
in der Gluconeogenese gebildeten Glucose stammen vom Propionat, welches im
Caecum des Pferdes produziert wird (FORD u. SIMMONS 1985). Folglich
verschlechtert die Reduktion der SCFA-Produktionsraten im Caecum des Pferdes im
Zuge einer Nahrungskarenz die Energieversorgung des Gesamtorganismus. Neben
der Auswirkung auf den Gesamtorganismus beeintrachtigt die Reduktion der SCFA-
Produktionsraten und damit der SCFA-Konzentrationen im Dickdarmlumen die
Funktion und Morphologie der Colonozyten (SCHEPPACH 1994). Ein besonderes
Augenmerk ist in diesem Zusammenhang auf den vollstdndigen Ruckgang der
Butyrat-Produktion unter Nahrungsreduktion zu legen, da dem Butyrat in Bezug auf
die Integritat der Dickdarmmukosa die starkste Auswirkung zugeschrieben wird.
ROEDIGER (1982) zeigte fur die Colonozyten der Ratte, dass Butyrat das
bevorzugte Substrat im Energiestoffwechsel der Colonozyten darstellt. Nahezu 70 %
des Energiebedarfes der Colonozyten werden durch die Metabolisierung von Butyrat
gedeckt (ROEDIGER 1986; SCHEPPACH 1994). Im Vergleich zum Butyrat spielen
Propionat und Acetat im Energiestoffwechsel der Colonozyten eine untergeordnete
Rolle. CLAUSEN u. MORTENSEN (1994) stellten im Rahmen kinetischer Studien zur
Metabolisierung der SCFA in den Colonozyten der Ratte fest, dass diese in folgender
Reihenfolge erfolgt: Butyrat > Propionat > Acetat. Bei einem Mangel an Butyrat
konnte die Energieversorgung der Colonozyten somit Uber die Oxidation von
Propionat und Acetat erfolgen (CLAUSEN u. MORTENSEN 1994). Die Ergebnisse
dieser Studien zeigen Ubereinstimmungen mit Untersuchungen zum Stoffwechsel
von Pansenepithelzellen, die belegen, dass 90, 50, bzw. 30 % des im Pansen

produzierten Butyrats, Propionats und Acetats nicht ins Portalblut Ubertreten und
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somit im Pansenepithel verstoffwechselt werden (BERGMAN u. WOLFF 1971).

Neben der Bedeutung der SCFA, insbesondere des Butyrats fur die Energie-
versorgung der Colonozyten, Uben diese einen trophischen Effekt auf die
Proliferation der Kryptenzellen im Dickdarm aus (SAKATA 1984; SAKATA u. YAJIMA
1984; KRIPKE et al. 1989; VELAZQUEZ et al. 1996). In-vitro-Untersuchungen an
Caecumbioptaten des Menschen belegen eine Stimulation der Proliferation der
basalen Kryptenepithelzone wahrend einer Inkubation mit SCFA. Hierbei spielen in
erster Linie das Butyrat und das Propionat eine Rolle, wahrend der Effekt des
Acetats geringer ausgepragt ist (SCHEPPACH et al. 1992a). Daruber hinaus
erhohen die SCFA den mukosalen Blutfluss im Colon (MORTENSEN et al. 1990),
wobei dem Acetat eine Ubergeordnete Rolle zugerechnet wird (KVIETYS wu.
GRANGER 1981). Die Erhéhung des mukosalen Blutflusses im Colon zahlt ebenfalls
zu den trophischen Effekten der SCFA auf die Colonmukosa (MORTENSEN et al.
1990; SCHEPPACH 1994). Ein weiterer Effekt des Butyrats besteht in der
Stimulation der Muzinsynthese (FINNIE et al. 1995). Muzin stellt eine wichtige
Komponente der mukosalen Barriere im Dickdarm dar (SMITH u. BUTLER 1974),
wodurch das Eindringen von Bakterien verhindert und das Epithel vor Schaden
geschutzt wird, die von bakteriellen Toxinen und Enzymen ausgehen. Auf
funktioneller Ebene stimulieren die SCFA sowohl die Natrium- und Chloridabsorption
(BINDER u. MEHTA 1989) als auch die Bikarbonatsekretion (ENGELHARDT 1995).
Infolge eines Mangels an SCFA im Dickdarm wird demnach die Elektrolyt- und
Flussigkeitsabsorption vermindert, wodurch eine zusatzliche Konzentrationsabnahme

der SCFA im Dickdarmlumen hervorgerufen wird.

Ein weiterer wichtiger Aspekt besteht darin, dass ein luminaler Mangel an Butyrat die
Apoptoserate der Colonozyten erhéht (LUCIANO et al. 1996; HASS et al. 1997).
LUCIANO et al. (1996) stellten im Rahmen morphologischer Untersuchungen der
Mukosa aus dem proximalen Colon von Meerschweinchen fest, dass die Apoptose-
rate der Epithelzellen wahrend der In-vitro-Inkubation in Ussing-Kammern ohne
Butyrat bereits nach 45 Minuten stark anstieg. Die Induktion der Apoptose trat dabei
in der Go/G+-Phase des Zellzyklus auf. Folglich bestand in Abwesenheit von Butyrat

ein Ungleichgewicht zwischen der Zellerneuerung und dem Zellverlust, wodurch die
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Turnoverrate der Mukosazellen herabgesetzt wurde. Dies resultierte in einer
Hypoplasie der Mukosa, wobei innerhalb von 150 Minuten die Hohe der Mukosa auf
50 % reduziert wurde. In Anbetracht dieser Ergebnisse postulierten die Autoren, dass
ein langer andauernder Butyratmangel zu einer herabgesetzten Integritat des
Epithels fuhrt, wodurch die Inzidenz epithelialer Schaden ansteigt. Des Weiteren
scheint auch ein Mangel an Propionat eine Rolle zu spielen, da in Abwesenheit von
Propionat ebenfalls eine erhdhte Apoptoserate der Colonozyten beobachtet wurde,
wahrend das Vorhandensein von Acetat die Apoptose nicht verhinderte. Auch HASS
et al. (1997) beobachteten bei der In-vitro-Inkubation von Colonozyten (ebenfalls
Mukosa aus dem proximalen Colon des Meerschweinchens) in Abwesenheit von
Butyrat Uber die Dauer von 150 Minuten einem signifikanten Anstieg der

apoptotischen Zellen gegenlber der Inkubation in Anwesenheit von Butyrat.

In der Humanmedizin sind eine Reihe inflammatorischer Dickdarmerkrankungen
bekannt, die mit einem Mangel bzw. einer gestorten Verwertung der SCFA in
Verbindung gebracht werden. So konnte im Falle der Diversionscolitis gezeigt
werden, dass durch die Instillation von SCFA innerhalb von vier bis sechs Wochen
ein makroskopischer und histologischer Ruckgang der Entzindungserscheinungen
im Dickdarm eintritt (HARIG et al. 1989). Aus dieser Beobachtung lasst sich folgern,
dass die Mukosa im Colon auf eine drastische Erniedrigung in der Verfugbarkeit der
fur den Stoffwechsel bendtigten Substrate (v.a. Butyrat und in geringerem Ausmalf}
auch Propionat und Acetat) mit einer akuten bzw. chronischen Entziindung reagiert
(SOERGEL 1994). Auch in der Pathogenese der ulcerativen Colitis scheint ein
luminaler Butyratmangel von Bedeutung zu sein, wobei durch die Substitution von
Butyrat Uber einen Zeitraum von zwei Wochen ein Rickgang der akuten
Entziindungserscheinungen (makroskopisch und histologisch) beobachtet werden
konnte (SCHEPPACH et al. 1992b).

Aufgrund der beschriebenen vielfaltigen Auswirkungen der SCFA, insbesondere des
Butyrats auf die Dickdarmmukosa, ist davon auszugehen, dass ein luminaler Mangel
an SCFA erhebliche Auswirkungen auf die Integritat der Dickdarmmukosa und deren
Funktion hat. Hierbei muss eine besondere Bedeutung der erhohten Apoptoserate

bei gleichzeitig reduzierter Proliferation im Bereich der Kryptenzellen zugerechnet
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werden. Die daraus resultierende Atrophie der Dickdarmmukosa flhrt zu einer
erheblichen Reduktion der Dickdarmbarriere und kann somit als Wegbereiter fur
weitere Pathogene im Dickdarm angesehen werden. Zudem besteht im Zusammen-
hang mit dem Rickgang der Kolonisationsresistenz durch die Faktoren Nahrungs-
karenz und Erythromycin eine erhéhte Gefahr der Entwicklung einer Dysbiose und
somit einer verstarkten Ansiedlung und Vermehrung enteropathogener Bakterien
(z.B. CI. difficile und CI. perfringens) im Dickdarm. Zur physiologischen Darmflora des
Pferdes zahlt aullerdem ein hoher Gehalt an gram-negativen Bakterien, bei deren
Lyse in vermehrtem Malie Endotoxine freigesetzt werden. Die Beeintrachtigung der
Barrierefunktion der Dickdarmmukosa infolge des Butyratmangels konnte sich
zusatzlich begunstigend auf die Resorption von Clostridientoxinen und Endotoxinen

auswirken.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Veranderungen im mikrobiellen Dickdarm-
stoffwechsel lassen darauf schlielen, dass besonders die verminderte Produktion
von Butyrat infolge einer reduzierten Nahrungsaufnahme als pathophysiologisch
relevanter Faktor fur das Entstehen der Typhlocolitis des Pferdes in Betracht

gezogen werden kann.
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5 Zusammenfassung

Manuela Kuhn (2008): In-vitro-Untersuchungen zum Einfluss von Erythromycin
und Nahrungsreduktion auf mikrobielle Stoffwechselleistungen im Caecum des
Pferdes

Mit Hilfe der Colon-Simulationstechnik (Cositec), einer semikontinuierlichen In-vitro-
Inkubationsmethode, wurden biochemische Parameter des mikrobiellen Dickdarm-
stoffwechsels beim Pferd untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu klaren,
inwieweit Veranderungen im mikrobiellen Stoffwechsel als mogliche Ursache fur das
Entstehen der Typhlocolitis des Pferdes in Betracht gezogen werden konnen. Eine
Erythromycin-Applikation und eine Nahrungsreduktion werden als pradisponierend
fur das Entstehen der Typhlocolitis angesehen. Aus diesem Grund wurden beide

Faktoren ausgewahlt und ihre Wirkung auf den mikrobiellen Stoffwechsel untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Colon-Simulationstechnik fur die Inkubation von
Dickdarminhalt des Pferdes etabliert. Zur Charakterisierung der mikrobiellen
Stoffwechselleistungen wurden folgende Parameter bestimmt: pH-Wert, Redox-
potential, SCFA-Produktion, molare Anteile der einzelnen Fettsauren, Ammoniak-
Konzentration und Verdaulichkeit der organischen Substanz. Nach einer funftagigen
Aquilibrierungsphase nahmen diese Parameter iiber die Dauer der Kontrollphase von

funf Tagen konstante Werte an.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Faktoren Erythromycin und
Nahrungsreduktion auf den mikrobiellen Stoffwechsel untersucht. In einem Dosis-
Wirkungs-Versuch wurden 1,25 bis 20 mg/d Erythromycin appliziert. Ab einer
Dosierung von 10 mg/d konnte eine dauerhafte Reduktion der Propionat-Produktion
festgestellt werden. Auf Grundlage dieses Ergebnisses wurde die Dosierung von
10 mg/d Erythromycin beibehalten und mit abnehmenden Substratmengen (100, 60,
30 und 10 %) kombiniert. In allen Ansatzen wurde eine Verminderung der
mikrobiellen Stoffwechselleistungen hervorgerufen. Der Effekt des Erythromycins
wurde ab einer Reduktion der Substratmenge auf 30 % verstarkt. In einem weiteren
Versuch wurden die Faktoren Erythromycin (10 mg/d) und Reduktion der

Substratmenge auf 30 % einzeln sowie in Kombination hinsichtlich ihrer Wirkung auf
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den mikrobiellen Stoffwechsel untersucht. Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen,
dass durch die Erythromycin-Applikation eine Reduktion der Propionat-Produktion
und der Verdaulichkeit der organischen Substanz verursacht wurde. Eine starkere
Verminderung der mikrobiellen Stoffwechselleistungen wurde durch die Reduktion
der Substratmenge hervorgerufen. Diese &auflerte sich in einer Reduktion der
Produktionsraten von Acetat, Propionat und Butyrat sowie der Ammoniak-
Konzentration und der Verdaulichkeit der organischen Substanz. Besonders
hervorzuheben ist hierbei, dass die Nachweisgrenze flir Butyrat bereits am zweiten
Tag der Versuchsphase unterschritten wurde. Der Effekt der Reduktion der
Substratmenge wurde durch die Kombination mit Erythromycin in Bezug auf die

Propionat-Produktion und die Verdaulichkeit der organischen Substanz verstarkt.

Die Colon-Simulationstechnik stellt ein geeignetes System dar, um den mikrobiellen
Dickdarmstoffwechsel des Pferdes in vitro zu simulieren. Aufgrund der Bedeutung
des Butyrats fur die Aufrechterhaltung der Integritat der Dickdarmmukosa konnte die
verminderte Butyrat-Produktion infolge einer reduzierten Nahrungsaufnahme einen

pathophysiologisch relevanten Faktor fur das Entstehen der Typhlocolitis darstellen.
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6 Summary

Manuela Kuhn (2008): Cecal microbial metabolism in horses in vitro as affected

by erythromycin and feed restriction

The study was carried out using the semi-continuous colon simulation technique
(Cositec) to evaluate biochemical parameters of hindgut microbial metabolism in the
horse. The aim of the present in vitro study was to investigate if changes in hindgut
microbial metabolism could be involved in the pathogenesis of the equine
typhlocolitis. As application of erythromycin and feed restriction are potential risk
factors for the onset of equine typhlocolitis, both factors were chosen to investigate

their effects on hindgut microbial metabolism.

In the first part of this project the Cositec system was adjusted for studying hindgut
microbial metabolism in horses under basic conditions. Basic parameters of microbial
metabolism were recorded: pH value, redox potential, SCFA production rates, molar
proportions of SCFA, ammonia concentration and digestibility of organic matter. After
five days of equilibration, these basic parameters of microbial metabolism remained

constant under controlled conditions over a period of five days.

In the second part of this project the effects of erythromycin and feed reduction on
microbial metabolism were investigated. In a dose response experiment erythromycin
was added at increasing dosage levels from 1.25 to 20 mg/d. At a dosage level of
10 mg/d, a permanent decrease in the production rates of propionate was recorded.
Based on the results of this experiment erythromycin was applied at a dosage level
of 10 mg/d and combined with decreasing amounts of fermentable substrate (100,
60, 30 and 10 % of controls). All experimental conditions had substantial effects on
hindgut microbial metabolism. The reduction of fermentable substrate to 30 % of

controls enhanced the effects of erythromycin.

A further experiment was carried out to investigate the separate and combined
effects of erythromycin (10 mg/d) and a reduction of the fermentable substrate to
30 % of controls on microbial metabolism. The results of this experiment
demonstrated that erythromycin decreased the production rates of propionate and

the digestibility of organic matter. A greater impairment of microbial metabolism was
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induced by reducing the fermentable substrate. This experiment decreased the
production rates of acetate, propionate and butyrate, ammonia concentration and
digestibility of organic matter. It is important to point out that butyrate was under
detection limit already at the second day of the experiment. The effect of feed
restriction on the production rates of propionate and digestibility of organic matter
was intensified when feed restriction was combined with the application of

erythromycin.

The Cositec system could be established as a valid approach for studying hindgut
microbial metabolism in horses in vitro. The substantial reduction in butyrate
production as a result of reduced feed intake has to be discussed as a relevant
pathophysiological factor for the onset of typhlocolitis because of the importance of

butyrate for the integrity of the intestinal mucosa.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wiesen einen Reinheitsgrad von mindestens 98 % auf

und wurden von der Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland bezogen.

8.2 Einzelwerte der Versuche 1 bis 9

Tab. 8.1: pH-Werte in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 6,83 6,92 6,91 6,82 6,74
B 6,83 6,84 6,82 6,80 6,69
1 Cc 6,99 7,11 6,82 6,71 6,72
D 6,77 6,77 6,84 6,68 6,73
E 6,79 6,75 6,78 6,76 6,76
F 6,77 6,84 6,81 6,57 6,45
A 6,89 6,72 6,77 6,74 6,86
B 6,81 6,66 6,79 6,61 6,72
2 C 6,81 6,74 6,73 6,72 6,79
D 6,93 6,73 6,71 6,90 6,71
E 6,86 6,58 6,65 6,73 6,79
F 6,85 6,71 6,75 6,83 6,81
A 6,65 6,63 6,70 6,69 6,73
B 6,70 6,66 6,78 6,74 6,77
3 C 6,77 6,72 6,80 6,84 6,73
D 6,62 6,46 6,46 6,50 6,47
E 6,55 6,42 6,47 6,61 6,74
F 6,71 6,53 6,52 6,53 6,48
A 6,81 6,62 6,50 6,67 6,74
B 6,85 6,58 6,49 6,54 6,75
4 C 6,72 6,64 6,56 6,65 6,66
D 6,69 6,58 6,45 6,51 6,63
E 6,74 6,51 6,43 6,51 6,59
F 6,85 6,74 6,62 6,61 6,77
A 6,73 6,77 6,77 6,79 6,70
B 6,63 6,64 6,76 6,64 6,57
Cc 6,63 6,64 6,80 6,65 6,58
D 6,60 6,63 6,70 6,60 6,50
E 6,60 6,58 6,72 6,57 6,55
5 F 6,59 6,56 6,70 6,59 6,55
G 6,52 6,55 6,69 6,55 6,51
H 6,64 6,71 6,79 6,68 6,61
| 6,54 6,64 6,74 6,70 6,68
J 6,54 6,61 6,69 6,61 6,60
K 6,49 6,55 6,68 6,57 6,51
L 6,71 6,53 6,88 6,70 6,41
A 6,62 6,64 6,77 6,73 6,69
B 6,42 6,58 6,60 6,68 6,65
6 C 6,48 6,70 6,58 6,66 6,62
D 6,35 6,58 6,57 6,56 6,53
E 6,53 6,72 6,67 6,63 6,53
F 6,39 6,56 6,59 6,57 6,43
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Tab. 8.2: Redoxpotentiale [mV] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A -231 -226 -215 -182 -166
B -259 -244 -235 -217 -217
1 c -267 -286 -259 -238 -243
D -264 -275 -233 -242 -225
E -257 -275 -230 -234 -217
F -258 -263 -233 -243 -223
A -131 -148 -158 -162 -151
B -200 -195 -201 -217 -201
2 c -218 -210 -199 -223 -217
D -219 -227 -232 -219 -244
E -231 -242 -220 -239 -244
F -226 -210 -243 -245 -266
A -164 -151 -166 -175 -175
B -197 -184 -202 -204 -195
3 Cc -209 -192 -203 -207 -210
D -221 -203 -210 -213 -216
E -214 -196 -202 -221 -232
F -228 -218 -218 -218 -222
A -184 -210 -167 -133 -159
B -185 -217 -258 -170 -262
4 Cc -215 -212 -206 -192 -231
D -248 -241 -222 -184 -216
E -206 -246 -211 -211 -193
F -227 -222 -199 -233 -194
A -178 -157 -181 -157 -151
B -211 -200 -201 -189 -195
C -233 -223 -226 -206 -203
D -232 -227 -215 -200 -210
E -232 -226 -224 -217 -209
5 F -239 -229 -237 -229 -221
G -243 -237 -237 -226 -209
H -243 -222 -221 -216 -213
I -248 -227 -230 -206 -210
J -242 -235 -235 -230 -144
K -238 -244 -242 -214 -189
L -201 -244 -197 -216 -239
A -147 -190 -185 -160 -186
B -210 -201 -202 -174 -176
6 c -197 -206 -204 -194 -209
D -191 -213 -207 -166 -207
E -175 -204 -207 -190 -207
F -206 -213 -236 -210 -224
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Tab. 8.3: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 2,05 1,78 1,89 2,19 2,16
B 1,67 1,77 1,88 1,82 2,08
1 C 1,37 1,12 1,62 1,89 2,09
D 1,87 1,88 1,81 2,02 1,99
E 1,70 2,06 1,88 2,01 1,79
F 1,89 1,87 2,10 1,88 1,68
A 1,76 1,97 1,81 1,74 1,66
B 1,74 1,77 1,68 1,75 1,73
2 C 1,89 1,70 1,82 1,99 1,77
D 1,50 1,77 1,83 1,26 2,09
E 1,86 1,98 1,80 1,84 1,86
F 1,73 1,90 1,77 1,73 1,66
A 1,47 1,39 1,47 1,49 1,44
B 1,38 1,44 1,40 1,43 1,41
3 C 1,24 1,24 1,30 1,19 1,36
D 1,38 1,40 1,70 1,74 1,66
E 1,56 1,57 1,74 1,73 1,58
F 1,37 1,47 1,68 1,61 1,76
A 1,27 1,50 1,61 1,29 1,21
B 1,21 1,24 1,17 1,04 0,81
4 C 1,36 1,17 1,27 1,22 1,38
D 1,36 1,50 1,44 1,85 1,67
E 1,65 1,47 1,52 1,58 1,47
F 1,18 1,33 1,15 1,42 1,44
A 1,52 1,44 1,45 1,32 1,29
B 1,55 1,53 1,53 1,51 1,59
C 1,59 1,52 1,51 1,55 1,44
D 1,53 1,61 1,60 1,60 1,63
E 1,53 1,56 1,55 1,51 1,52
5 F 1,62 1,41 1,50 1,46 1,50
G 1,58 1,54 1,45 1,53 1,53
H 1,72 1,55 1,46 1,45 1,43
I 1,60 1,55 1,55 1,52 1,43
J 1,57 1,58 1,54 1,55 1,47
K 1,69 1,67 1,58 1,67 1,61
L 1,36 1,44 1,37 1,32 1,62
A 1,70 1,58 1,36 1,37 1,39
B 1,78 1,74 1,65 1,63 1,45
6 C 1,83 1,67 1,58 1,44 1,40
D 1,82 1,82 1,67 1,63 1,55
E 1,72 1,52 1,49 1,53 1,61
F 1,67 1,67 1,65 1,61 1,77
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Tab. 8.4: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 1,48 1,30 1,36 1,56 1,55
B 1,16 1,21 1,29 1,25 1,43
1 Cc 1,02 0,87 1,20 1,38 1,54
D 1,27 1,27 1,26 1,43 1,44
E 1,17 1,36 1,29 1,33 1,24
F 1,27 1,24 1,41 1,30 1,18
A 1,03 1,17 1,03 1,15 0,97
B 1,08 1,15 1,07 1,16 1,16
2 C 1,22 1,07 1,14 1,19 1,11
D 0,88 1,10 1,16 0,89 1,33
E 1,16 1,19 1,13 1,17 1,16
F 1,07 1,14 1,08 1,01 1,05
A 0,90 0,86 0,92 0,95 0,92
B 0,88 0,90 0,90 0,94 0,93
3 C 0,70 0,75 0,81 0,76 0,87
D 0,83 0,85 1,02 1,06 1,00
E 0,99 0,97 1,05 1,06 1,01
F 0,84 0,92 1,03 0,98 1,07
A 0,80 0,93 0,99 0,81 0,80
B 0,76 0,78 0,73 0,69 0,56
4 C 0,88 0,73 0,80 0,78 0,88
D 0,89 0,99 0,93 1,20 1,12
E 1,09 0,96 0,98 1,01 0,96
F 0,74 0,86 0,75 0,94 0,97
A 1,04 1,00 1,00 0,90 0,85
B 1,06 1,06 1,05 1,05 1,08
C 1,09 1,05 1,03 1,06 0,99
D 1,05 1,12 1,12 1,10 1,12
E 1,04 1,07 1,06 1,04 1,03
5 F 1,10 0,98 1,05 1,00 1,01
G 1,09 1,06 1,00 1,06 1,04
H 1,18 1,06 0,99 0,98 0,97
| 1,10 1,06 1,05 1,07 0,98
J 1,08 1,08 1,04 1,06 1,01
K 1,16 1,16 1,07 1,15 1,10
L 0,94 1,01 0,95 0,87 1,09
A 1,16 1,07 0,92 0,94 0,94
B 1,17 1,16 1,14 1,15 1,02
6 C 1,22 1,13 1,09 0,97 0,95
D 1,20 1,25 1,15 1,14 1,08
E 1,12 0,99 1,01 1,04 1,12
F 1,10 1,14 1,14 1,13 1,25
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Tab. 8.5: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 0,57 0,48 0,54 0,63 0,61
B 0,51 0,56 0,59 0,57 0,64
1 c 0,35 0,25 0,42 0,51 0,56
D 0,59 0,60 0,55 0,59 0,55
E 0,53 0,70 0,59 0,68 0,55
F 0,62 0,63 0,68 0,58 0,50
A 0,59 0,68 0,64 0,44 0,57
B 0,52 0,51 0,47 0,46 0,45
2 c 0,52 0,48 0,52 0,64 0,53
D 0,50 0,54 0,53 0,37 0,61
E 0,55 0,63 0,54 0,56 0,54
F 0,53 0,62 0,56 0,60 0,48
A 0,43 0,39 0,42 0,41 0,39
B 0,37 0,40 0,38 0,36 0,35
3 Cc 0,42 0,38 0,38 0,33 0,37
D 0,36 0,41 0,52 0,52 0,51
E 042 0,45 0,52 0,51 0,43
F 0,40 0,41 0,48 0,48 0,52
A 0,37 0,43 0,46 0,36 0,30
B 0,34 0,36 0,32 0,26 0,21
4 C 0,37 0,35 0,36 0,36 0,40
D 0,35 0,39 0,37 0,48 0,42
E 0,44 0,40 0,42 0,44 0,39
F 0,33 0,36 0,31 0,37 0,36
A 0,33 0,30 0,31 0,29 0,30
B 0,33 0,33 0,32 0,30 0,32
C 0,31 0,28 0,28 0,30 0,29
D 0,29 0,29 0,30 0,31 0,32
E 0,30 0,30 0,31 0,30 0,31
5 F 0,33 0,28 0,29 0,30 0,31
G 0,32 0,31 0,30 0,30 0,30
H 0,36 0,32 0,32 0,32 0,31
I 0,32 0,31 0,32 0,30 0,31
J 0,32 0,32 0,34 0,33 0,31
K 0,33 0,33 0,32 0,34 0,35
L 0,28 0,28 0,28 0,31 0,36
A 0,39 0,37 0,31 0,30 0,31
B 0,44 0,40 0,35 0,34 0,30
6 c 0,44 0,39 0,35 0,32 0,32
D 0,43 0,41 0,37 0,35 0,32
E 0,43 0,38 0,34 0,33 0,34
F 0,40 0,37 0,35 0,33 0,36
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Tab. 8.6: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] in den Versuchen 2 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 0,14 0,12 0,14 0,14 0,12
B 0,14 0,11 0,14 0,13 0,12
2 c 0,16 0,15 0,16 0,16 0,14
D 0,12 0,13 0,13 0,00 0,15
E 0,15 0,15 0,12 0,12 0,16
F 0,13 0,13 0,14 0,12 0,13
A 0,14 0,13 0,14 0,14 0,14
B 0,13 0,14 0,12 0,13 0,13
3 c 0,12 0,11 0,11 0,11 0,13
D 0,19 0,14 0,16 0,15 0,15
E 0,15 0,15 0,16 0,15 0,14
F 0,13 0,13 0,17 0,15 0,16
A 0,10 0,14 0,16 0,12 0,11
B 0,11 0,10 0,11 0,09 0,04
4 Cc 0,11 0,09 0,11 0,09 0,10
D 0,11 0,12 0,14 0,17 0,14
E 0,13 0,11 0,12 0,13 0,12
F 0,10 0,12 0,10 0,11 0,12
A 0,15 0,15 0,15 0,13 0,14
B 0,17 0,14 0,16 0,15 0,19
C 0,20 0,19 0,19 0,19 0,16
D 0,19 0,20 0,18 0,19 0,19
E 0,19 0,19 0,18 0,18 0,18
5 F 0,20 0,16 0,16 0,16 0,17
G 0,17 0,17 0,15 0,17 0,19
H 0,17 0,17 0,15 0,17 0,19
I 0,18 0,17 0,19 0,15 0,15
J 0,17 0,18 0,17 0,16 0,15
K 0,20 0,18 0,19 0,18 0,16
L 0,13 0,14 0,13 0,13 0,16
A 0,15 0,14 0,13 0,13 0,13
B 0,17 0,17 0,16 0,14 0,14
6 c 0,18 0,16 0,15 0,15 0,14
D 0,18 0,17 0,16 0,15 0,15
E 0,17 0,15 0,14 0,15 0,14
F 0,16 0,16 0,16 0,15 0,16
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Tab. 8.7: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 6,0 57 5,4 6,0 5,8
B 5,9 5,9 5,9 6,3 5,8
1 C 5,5 54 6,1 58 6,2
D 5,4 5,8 58 59 6,0
E 5,9 5,8 5,9 6,0 6,2
F 5,8 5,6 6,0 6,1 6,5
A 5,9 57 5,6 5,6 4,9
B 5,9 6,5 6,1 6,3 5,9
2 Cc 5,7 6,1 58 6,0 54
D 5,4 5,8 6,1 52 55
E 5,2 5,8 5,9 6,3 53
F 6,4 57 6,4 6,2 6,4
A 8,3 8,6 8,4 10,1 10,4
B 9,7 9,1 9,9 9,9 9,6
3 C 8,9 8,5 9,0 8,9 9,3
D 9,2 9,3 8,8 9,0 8,7
E 7,5 8,1 9,1 8,8 10,0
F 8,6 9,9 9,6 9,0 8,9
A 7,8 9,8 9,4 8,3 8,4
B 8,4 8,2 7,5 5,1 57
4 C 8,5 8,8 8,8 9,3 8,5
D 8,6 8,0 9,3 10,6 9,9
E 6,0 6,5 8,2 8,1 8,4
F 8,0 8,5 8,6 7,8 8,6
A 9,3 9,3 8,5 8,7 8,6
B 9,4 8,5 9,5 9,4 10,3
C 9,2 9,9 10,0 9,4 10,0
D 10,3 9,3 9,8 9,1 9,9
E 9,8 8,7 9,0 8,8 10,0
5 F 9,6 9,4 8,5 9,3 9,4
G 10,2 10,0 9,5 9,0 9,4
H 9,4 9,5 9,0 9,4 9,0
I 9,5 9,3 8,6 7,9 8,2
J 10,7 10,4 9,9 9,9 9,1
K 10,5 9,4 9,4 8,9 8,9
L 9,8 9,2 8,9 8,4 9,6
A 9,7 9,6 10,1 9,6 10,2
B 9,0 9,2 8,6 8,6 8,2
6 C 9,9 9,5 9,9 8,9 9,0
D 9,6 9,0 9,1 9,2 9,6
E 9,6 9,1 9,6 9,0 8,8
F 9,4 9,6 9,2 9,1 8,3
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Tab. 8.8: Verdaulichkeiten der organischen Substanz [%] in den Versuchen 1 bis 6

Versuch Fermenter Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
A 18,4 22,4 17,2 20,9 21,8
B 17,9 17,1 17,9 19,6 26,6
1 C 24,7 25,8 20,5 26,2 24,2
D 18,1 21,2 18,3 25,7 23,7
E 20,8 20,6 20,8 24,4 23,5
F 20,4 16,5 18,5 22,9 243
A 17,4 20,6 21,9 234 17,1
B 14,4 18,1 20,9 23,0 16,1
2 Cc 16,3 18,7 21,3 22,3 15,5
D 16,7 20,9 22,8 25,1 16,7
E 14,3 16,3 22,7 21,2 16,2
F 15,8 14,0 22,5 22,3 17,5
A 17,3 17,1 15,6 11,6 14,5
B 16,5 15,7 15,0 14,1 18,8
3 C 18,1 15,9 14,5 12,1 13,3
D 18,2 18,2 19,9 16,7 17,6
E 17,7 19,1 19,5 17,0 15,1
F 17,9 16,8 17,4 17,0 20,3
A 17,3 14,7 16,7 14,8 16,6
B 15,9 15,3 15,9 16,8 15,9
4 C 15,2 15,0 15,3 17,3 15,8
D 15,7 16,7 17,5 19,5 18,2
E 18,0 17,2 16,9 18,0 21,2
F 17,9 19,1 16,1 18,2 17,6
A 12,7 14,8 13,5 14,1 11,9
B 14,2 15,3 14,6 16,2 14,9
C 13,3 15,6 15,1 14,6 13,2
D 13,7 15,9 16,7 16,4 16,9
E 11,9 15,7 15,0 14,1 15,1
5 F 12,5 16,6 13,2 15,2 14,8
G 16,8 15,3 14,2 15,1 14,1
H 15,3 14,0 14,7 15,6 14,1
| 14,2 14,0 15,8 12,9 13,7
J 13,1 12,9 16,3 14,4 13,1
K 15,5 13,0 14,4 15,8 13,5
L 13,0 11,1 18,2 15,5 16,0
A 14,3 14,4 16,0 13,5 12,7
B 17,0 15,5 13,9 12,4 14,0
6 C 15,8 13,5 12,3 12,3 12,4
D 16,1 13,1 13,9 13,0 13,3
E 16,7 12,1 15,4 14,3 15,2
F 15,2 16,1 15,0 13,5 12,3
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Tab. 8.9: pH-Werte vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)

Phase | Tag A B © D E F
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5mg E/d 2,5 mg E/d 2,5mg E/d
o 6 6,56 6,56 6,38 6,39 6,27 6,35
5 7 6,43 6,36 6,32 6,26 6,32 6,29
-E 8 6,44 6,44 6,27 6,36 6,40 6,35
!O 9 6,43 6,42 6,33 6,43 6,33 6,39
10 6,46 6,40 6,27 6,35 6,34 6,38
11 6,47 6,28 6,20 6,36 6,39 6,34
12 6,51 6,37 6,23 6,29 6,38 6,35
S 13 6,46 6,38 6,27 6,21 6,26 6,27
z 14 6,44 6,31 6,37 6,39 6,39 6,37
2 15 6,41 6,31 6,38 6,32 6,23 6,10
16 6,47 6,39 6,35 6,27 6,30 6,42
17 6,43 6,40 6,34 6,25 6,14 6,32
Phase | Tag = 5 : " oS &
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
o 6 6,29 6,28 6,30 6,32 6,29 6,31
3 7 6,27 6,28 6,34 6,21 6,26 6,31
E 8 6,28 6,23 6,48 6,38 6,44 6,26
x0 9 6,32 6,24 6,31 6,42 6,45 6,33
10 6,32 6,27 6,26 6,33 6,28 6,37
11 6,32 6,14 6,28 6,21 6,45 6,33
12 6,35 6,28 6,30 6,26 6,37 6,37
S 13 6,34 6,32 6,29 6,22 6,34 6,28
é 14 6,36 6,23 6,48 6,40 6,31 6,34
2 15 6,37 6,29 6,22 6,32 6,37 6,36
16 6,43 6,38 6,31 6,40 6,44 6,44
17 6,40 6,34 6,41 6,37 6,37 6,25
Tab. 8.10: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)
Phase | Tag 5 = © . s 3
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5mg E/d 2,5mg E/d 2,5 mg E/d
° 6 -117 -132 -151 -164 -157 -122
5 7 -72 -116 -131 -116 -148 -154
E 8 -62 -92 -112 -121 -124 -128
x0 9 -69 -83 -99 -114 -117 -75
10 -76 -87 -103 -116 -121 -91
11 -85 -101 -124 -146 -131 -152
12 -60 -79 -114 -130 -50 -138
S 13 -26 -25 -72 -82 -72 -102
é 14 -16 -13 -75 -72 -60 -59
2 15 4 5 -34 13 -32 -43
16 22 -2 -31 -33 -22 -40
17 12 -18 -37 -46 -41 -64
Phase | Tag = 2 I 2 S 5
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
° 6 -161 -114 -182 -182 -183 -175
5 7 -114 -144 -150 -83 -147 -158
E 8 -122 -100 -129 -73 -140 -143
g 9 -128 -123 -133 -126 -144 -148
10 -109 -136 -138 -120 -138 -145
11 -78 -142 -136 -144 -116 -150
12 -106 -115 -102 -108 -94 -118
S 13 -91 -76 -84 -73 -85 -109
2 14 -66 -85 -92 -93 -95 -91
2 15 4 -48 -54 -58 -62 -43
16 -65 -60 -69 -60 -65 -70
17 -78 -78 -70 -75 -78 -82
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Tab. 8.11: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)

Phase | Tag A B © D E F
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d
° 6 1,50 1,50 1,76 1,55 1,81 1,53
S 7 1,58 1,62 1,71 1,66 1,81 1,67
-E 8 1,71 1,64 1,82 1,67 1,64 1,58
S 9 1,77 1,62 1,89 1,58 1,68 1,64
10 1,79 1,59 1,84 1,63 1,67 1,49
11 1,55 1,69 1,89 1,61 1,49 1,52
12 1,56 1,68 1,98 1,50 1,49 1,51
S 13 1,47 1,61 1,92 1,77 1,62 1,51
z 14 1,62 1,44 1,61 1,64 1,73 1,65
2 15 1,65 1,77 1,58 1,64 1,70 1,86
16 1,82 1,79 1,69 1,70 1,79 1,96
17 1,83 1,82 1,79 1,90 2,00 1,68
Phase | Tag = 5 : " oS &
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
o 6 1,87 1,65 1,84 1,69 1,86 1,92
5 7 1,82 1,83 1,75 1,82 1,92 1,81
E 8 1,79 1,88 1,73 1,70 1,75 1,68
S 9 1,83 1,90 1,98 1,68 1,66 1,91
10 1,68 1,83 1,91 1,61 1,80 1,70
11 1,80 1,69 1,80 1,78 1,87 1,58
12 1,61 1,70 1,78 1,85 1,62 1,53
S 13 1,65 1,56 1,71 1,72 1,69 1,41
é 14 1,65 1,73 1,72 1,68 1,59 1,54
2 15 1,62 1,68 1,67 1,62 1,62 1,39
16 1,68 1,63 1,95 1,58 1,57 1,47
17 1,69 1,71 1,87 1,60 1,78 1,66
Tab. 8.12: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)
Phase | Tag . E © e s 3
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d
° 6 0,95 0,96 1,09 0,98 1,21 0,98
5 7 1,07 1,11 1,14 1,13 1,27 1,15
E 8 1,16 1,18 1,25 1,19 1,17 1,10
S 9 1,22 1,14 1,31 1,10 1,16 1,13
10 1,22 1,10 1,29 1,10 1,13 1,03
11 1,05 1,16 1,32 1,10 1,02 1,03
12 1,09 1,19 1,43 1,05 1,05 1,06
S 13 1,04 1,18 1,44 1,29 1,18 1,09
é 14 1,20 1,10 1,20 1,20 1,28 1,22
2 15 1,21 1,36 1,19 1,18 1,23 1,35
16 1,32 1,31 1,22 1,20 1,30 1,38
17 1,28 1,31 1,25 1,33 1,42 1,18
G H 1 J K L
Phase | Tag | 419 mgE/d 10 mg E/d 10mgE/d | 20mgE/d | 20mgE/d | 20mgE/d
° 6 1,20 1,04 1,24 1,08 1,22 1,24
5 7 1,20 1,24 1,21 1,23 1,28 1,22
g 8 1,24 1,32 1,21 1,18 1,20 1,15
S 9 1,24 1,32 1,38 1,18 1,13 1,33
10 1,14 1,27 1,33 1,12 1,21 1,19
11 1,23 1,16 1,21 1,22 1,31 1,07
12 1,12 1,24 1,25 1,35 1,20 1,10
S 13 1,19 1,20 1,24 1,27 1,28 1,05
z 14 1,22 1,33 1,31 1,30 1,24 1,18
2 15 1,21 1,33 1,29 1,21 1,23 1,06
16 1,26 1,23 1,50 1,20 1,20 1,11
17 1,25 1,26 1,40 1,19 1,32 1,27
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Tab. 8.13: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)

Phase | Tag A B © D E F
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d
° 6 0,40 0,41 0,51 0,43 0,45 0,42
S 7 0,37 0,37 0,43 0,39 0,41 0,39
-E 8 0,40 0,33 0,42 0,36 0,34 0,36
S 9 0,42 0,34 0,43 0,35 0,39 0,39
10 0,43 0,35 0,42 0,39 0,42 0,36
11 0,38 0,38 0,44 0,38 0,36 0,37
12 0,34 0,34 0,41 0,33 0,32 0,33
S 13 0,30 0,27 0,34 0,29 0,26 0,26
z 14 0,25 0,21 0,29 0,24 0,23 0,24
2 15 0,26 0,25 0,23 0,24 0,25 0,28
16 0,31 0,29 0,28 0,29 0,28 0,35
17 0,36 0,32 0,33 0,36 0,38 0,32
Phase Tag = u . J S =
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
o 6 0,53 0,44 0,45 0,47 0,47 0,51
5 7 0,48 0,43 0,40 0,45 0,47 0,44
E 8 0,43 0,42 0,39 0,41 0,41 0,40
S 9 0,46 0,43 0,46 0,39 0,39 0,44
10 0,42 0,41 0,44 0,38 0,44 0,39
11 0,44 0,40 0,45 0,45 0,42 0,40
12 0,35 0,33 0,37 0,37 0,29 0,32
S 13 0,25 0,22 0,24 0,25 0,21 0,21
é 14 0,16 0,18 0,17 0,18 0,13 0,15
2 15 0,14 0,15 0,14 0,15 0,14 0,11
16 0,14 0,16 0,16 0,15 0,12 0,13
17 0,17 0,19 0,16 0,15 0,16 0,14
Tab. 8.14: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)
Phase Tag - = © E E 3
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d 2,5 mg E/d
° 6 0,14 0,13 0,16 0,14 0,14 0,13
5 7 0,14 0,14 0,15 0,14 0,13 0,13
E 8 0,14 0,13 0,15 0,13 0,13 0,13
S 9 0,14 0,14 0,14 0,12 0,12 0,13
10 0,14 0,14 0,14 0,14 0,11 0,10
11 0,12 0,15 0,13 0,13 0,11 0,12
12 0,12 0,15 0,14 0,13 0,11 0,12
S 13 0,13 0,16 0,14 0,19 0,18 0,16
E 14 0,17 0,14 0,12 0,21 0,22 0,19
2 15 0,19 0,17 0,16 0,22 0,22 0,24
16 0,19 0,19 0,19 0,21 0,21 0,24
17 0,18 0,20 0,20 0,21 0,20 0,19
G H 1 J K L
Phase | Tag | 419 mgE/d 10 mg E/d 10mgE/d | 20mgE/d | 20mgE/d | 20mgE/d
° 6 0,14 0,16 0,15 0,14 0,16 0,17
5 7 0,14 0,16 0,13 0,13 0,17 0,14
-E 8 0,13 0,15 0,12 0,11 0,14 0,13
S 9 0,13 0,15 0,15 0,12 0,13 0,14
10 0,13 0,15 0,15 0,11 0,14 0,12
11 0,13 0,12 0,14 0,11 0,14 0,11
12 0,14 0,13 0,16 0,13 0,14 0,11
S 13 0,21 0,14 0,22 0,19 0,20 0,15
z 14 0,27 0,21 0,23 0,20 0,22 0,21
2 15 0,27 0,21 0,23 0,25 0,26 0,22
16 0,28 0,24 0,29 0,23 0,25 0,23
17 0,28 0,26 0,30 0,26 0,30 0,25
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Tab. 8.15: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/I] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)

Phase | Tag A B © D E F
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5mg E/d 2,5 mg E/d 2,5mg E/d
o 6 7,8 7,5 8,0 7,8 7,4 8,1
5 7 7,7 7,0 7,8 7,5 6,9 8,0
-E 8 7,3 6,9 7,2 6,9 7,0 7,2
!0 9 7,4 7,2 6,9 7,2 7,4 7,9
10 7,4 74 7,2 7,3 7,1 7,8
11 7,5 7,6 6,6 7,5 7,2 7,8
12 7,2 7,7 6,6 6,7 6,9 6,6
S 13 6,8 6,6 6,6 6,5 6,8 6,3
z 14 5,8 5,8 6,0 6,5 6,2 6,1
2 15 6,1 5,6 6,0 6,3 6,5 6,0
16 6,5 6,1 6,6 7,0 6,2 7,1
17 6,5 6,0 7,1 7,1 6,6 7,4
Phase Tag = u . J S =
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
o 6 7,4 8,4 6,4 8,3 6,8 8,6
3 7 6,7 8,3 6,7 7,7 6,9 8,8
E 8 6,5 8,1 6,8 6,5 6,6 8,5
x0 9 6,8 8,3 6,9 6,5 6,8 7,8
10 7,0 8,2 6,9 6,4 7,6 7,9
11 7,0 7,8 6,5 6,7 6,9 7,6
12 6,9 7,3 6,7 6,8 57 7,4
S 13 6,0 6,4 6,1 6,8 6,1 7,1
é 14 5,6 6,3 6,3 6,3 6,3 7,1
2 15 6,2 6,9 6,7 6,3 6,7 6,7
16 6,5 7,9 6,6 6,6 6,4 7,0
17 7,2 8,4 7,0 7,1 7,5 7,6
Tab. 8.16: Verdaulichkeiten der OS [%] vor und wahrend der Erythromycin-Zugabe (Versuch 7)
Phase | Tag A B © D E F
1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 1,25 mg E/d 2,5mg E/d 2,5mg E/d 2,5mg E/d
o 6 13,3 12,1 13,9 12,5 16,2 12,1
5 7 12,8 13,4 14,5 12,7 11,1 13,0
-E 8 12,9 11,1 13,6 11,1 8,8 10,3
!0 9 15,2 20,1 8,0 9,5 2,7 17,3
10 13,0 17,2 16,1 11,4 12,6 11,4
11 14,1 16,7 14,7 15,0 10,0 12,6
12 10,7 14,7 16,0 12,1 12,9 11,7
S 13 13,2 14,1 17,9 17,1 18,2 11,7
@ 14 12,7 14,3 12,5 14,7 18,1 14,8
2 15 14,6 13,5 11,5 12,3 17,1 24,7
16 17,0 15,2 171 18,9 18,6 16,0
17 19,2 20,3 19,1 19,3 16,3 19,1
Phase Tag = u : o ¢ L
10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d 20 mg E/d
° 6 14,5 12,1 13,8 10,8 15,0 14,8
5 7 15,5 16,4 14,4 16,1 16,5 13,0
E 8 11,4 57 18,8 13,4 21,3 7,2
g 9 14,9 14,9 14,3 8,9 10,5 12,6
10 14,4 15,2 14,9 11,6 14,7 12,1
11 14,4 19,0 15,6 16,3 18,2 11,2
12 15,2 11,2 13,6 14,3 13,7 10,7
S 13 13,4 14,8 19,3 13,4 14,2 12,8
é 14 14,2 18,9 14,2 9,5 15,2 15,5
2 15 15,6 17,8 16,2 13,8 17,7 16,4
16 17,3 19,0 23,5 17,1 17,5 18,3
17 171 17,4 18,9 17,9 20,0 18,1
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Tab. 8.17: pH-Werte vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (o3 D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10%TS 10 % TS 10 % TS 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 6,55 6,51 6,70 6,52 6,51 6,47
5 7 6,49 6,55 6,69 6,55 6,48 6,55
£ 8 6,32 6,49 6,55 6,55 6,49 6,51
S 9 6,32 6,43 6,55 6,53 6,44 6,52
10 6,24 6,30 6,46 6,41 6,33 6,49
11 6,54 6,60 6,67 6,45 6,48 6,54
12 6,78 6,91 7,13 6,64 6,58 6,68
S 13 7,05 7,08 7,22 6,78 6,59 6,78
2 14 7,13 7,23 7,33 6,84 6,73 6,77
2 15 7,20 7,29 7,47 6,87 6,79 6,84
16 7,30 7,38 7,59 6,90 6,85 6,93
17 7,34 7,43 7,58 6,93 6,98 7,00
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
° 6 6,55 6,56 6,55 6,58 6,56 6,54
5 7 6,53 6,54 6,51 6,47 6,61 6,71
£ 8 6,49 6,48 6,45 6,32 6,58 6,44
S 9 6,45 6,45 6,32 6,47 6,52 6,27
10 6,46 6,32 6,35 6,31 6,6 6,23
11 6,56 6,43 6,58 6,46 6,57 6,62
- 12 6,64 6,50 6,68 6,51 6,70 6,68
g 13 6,73 6,57 6,73 6,60 6,76 6,82
o 14 6,78 6,61 6,78 6,68 6,85 6,72
2 15 6,75 6,74 6,85 6,95 6,88 6,78
16 6,72 6,91 6,90 6,73 6,80 6,76
17 6,71 6,92 6,87 6,69 6,85 6,76
Tab. 8.18: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)
A B Cc D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10 % TS 10% TS 10 % TS 30%TS 30%TS 30% TS
° 6 -232 -262 -279 -270 -273 -275
3 7 -233 -260 -268 -268 -266 -269
g 8 -244 -261 -265 -268 -268 -265
K 9 -217 -250 -261 -273 -279 -266
10 -216 -246 -248 -262 -263 -255
11 -204 -240 -246 -265 -264 -260
12 -173 -197 -146 -211 -222 -226
S 13 -67 -148 -165 -163 -187 -181
§ 14 -97 -136 -160 -136 -120 -135
2 15 -12 -86 -111 -87 -104 -72
16 25 -69 -51 -60 -68 -90
17 58 -61 -100 -76 -66 -91
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/ d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
° 6 -283 -285 -286 -275 -288 -287
3 7 -277 -279 -281 -279 -273 -190
g 8 -279 -276 -277 -270 -274 -272
K 9 -273 -284 -273 -287 -258 -252
10 -267 -273 -270 -272 -258 -265
11 -263 -270 -269 -272 -281 -205
12 -224 -220 -218 -224 -194 -179
S 13 -195 -190 -192 -187 -138 -147
§ 14 -170 -159 -160 -163 -118 -148
2 15 -137 -88 -130 -110 -107 -87
16 -122 -66 -144 -100 -97 -86
17 -121 -92 -106 -113 -113 -102
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Tab. 8.19: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (o3 D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10 % TS 10 % TS 10 % TS 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 1,47 1,66 1,56 1,71 1,72 1,78
5 7 1,57 1,69 1,50 1,67 1,67 1,67
-E 8 1,78 1,56 1,67 1,70 1,60 1,68
S 9 1,73 1,72 1,51 1,62 1,54 1,58
10 1,93 1,82 1,70 1,60 1,86 1,54
11 1,32 1,27 1,24 1,47 1,45 1,42
12 1,03 0,84 0,72 1,19 1,30 1,10
S 13 0,48 0,48 0,44 0,81 1,04 0,79
z 14 0,39 0,34 0,29 0,67 0,80 0,69
2 15 0,27 0,26 0,15 0,60 0,73 0,68
16 0,23 0,22 0,18 0,53 0,61 0,53
17 0,20 0,21 0,11 0,48 0,46 0,34
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
° 6 1,57 1,53 1,47 1,49 1,57 1,65
5 7 1,60 1,57 1,17 1,69 1,52 1,66
-E 8 1,62 1,61 1,70 1,71 1,57 1,62
S 9 1,58 1,54 1,79 1,58 1,50 1,70
10 1,63 1,74 1,83 1,70 1,50 2,00
11 1,47 1,56 1,49 1,60 1,51 1,55
12 1,39 1,40 1,17 1,51 1,28 1,43
S 13 1,16 1,23 1,01 1,37 1,20 1,15
z 14 1,01 1,09 0,95 1,17 0,97 1,20
2 15 0,92 0,99 0,91 1,10 0,77 1,05
16 1,03 0,84 0,83 1,04 1,03 1,03
17 0,99 0,79 0,80 0,45 0,85 1,11

Tab. 8.20: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (] D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10% TS 10% TS 10 % TS 30% TS 30% TS 30% TS
® 6 0,88 1,01 0,92 0,97 1,04 1,06
5 7 0,93 1,04 0,89 1,00 1,00 1,00
E 8 1,09 0,99 1,00 0,98 0,97 1,06
S 9 1,07 1,14 0,88 1,00 0,96 1,02
10 1,18 1,23 1,02 1,01 1,16 1,01
11 0,78 0,84 0,75 0,92 0,90 0,87
12 0,69 0,59 0,52 0,84 0,88 0,76
S 13 0,39 0,40 0,36 0,69 0,79 0,66
§ 14 0,34 0,31 0,29 0,59 0,65 0,61
2 15 0,27 0,26 0,15 0,54 0,59 0,57
16 0,23 0,22 0,18 0,53 0,51 0,53
17 0,20 0,21 0,11 0,48 0,46 0,34
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100% TS 100 % TS 100 % TS
® 6 0,97 0,94 0,91 0,93 0,99 0,91
5 7 1,01 0,99 0,99 1,10 0,99 0,92
E 8 1,06 1,04 1,11 1,16 1,05 0,93
S 9 1,05 1,02 1,15 1,10 0,99 0,92
10 1,11 1,20 1,18 1,18 1,02 1,12
11 0,97 1,09 0,97 1,09 1,04 0,92
12 0,96 1,03 0,84 1,08 0,93 0,95
S 13 0,86 0,96 0,79 1,03 0,91 0,85
§ 14 0,80 0,88 0,76 0,88 0,75 0,92
2 15 0,73 0,80 0,72 0,83 0,60 0,81
16 0,81 0,70 0,66 0,79 0,80 0,81
17 0,79 0,70 0,64 0,34 0,66 0,87
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Tab. 8.21: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (o3 D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10 % TS 10 % TS 10 % TS 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 0,44 0,45 0,46 0,56 0,48 0,54
5 7 0,47 0,47 0,43 0,48 0,49 0,50
-E 8 0,50 0,40 0,48 0,55 0,46 0,45
S 9 0,49 0,41 0,46 0,45 0,42 0,41
10 0,57 0,42 0,50 0,42 0,51 0,39
11 0,43 0,33 0,38 0,41 0,42 0,42
- 12 0,27 0,19 0,19 0,26 0,32 0,27
g 13 0,09 0,08 0,07 0,12 0,17 0,13
o 14 0,05 0,03 0,00 0,08 0,09 0,07
2 15 0,00 0,00 0,00 0,06 0,06 0,05
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
° 6 0,44 0,42 0,40 0,39 0,40 0,57
5 7 0,42 0,42 0,02 0,41 0,38 0,58
-E 8 0,40 0,41 0,42 0,39 0,37 0,54
S 9 0,37 0,36 0,47 0,33 0,35 0,63
10 0,36 0,38 0,48 0,36 0,34 0,71
11 0,36 0,34 0,38 0,36 0,34 0,48
12 0,31 0,27 0,25 0,30 0,25 0,36
S 13 0,19 0,18 0,15 0,22 0,19 0,21
z 14 0,12 0,11 0,11 0,16 0,12 0,17
2 15 0,10 0,10 0,11 0,15 0,09 0,13
16 0,11 0,08 0,10 0,15 0,13 0,12
17 0,10 0,09 0,09 0,06 0,10 0,14

Tab. 8.22: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (] D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10 % TS 10 % TS 10 % TS 30 % TS 30% TS 30 % TS
o 6 0,16 0,20 0,17 0,18 0,20 0,18
3 7 0,16 0,19 0,17 0,19 0,18 0,17
*E 8 0,19 0,17 0,19 0,17 0,17 0,17
S 9 0,17 0,17 0,17 0,18 0,16 0,15
10 0,17 0,17 0,18 0,17 0,19 0,15
11 0,11 0,11 0,11 0,14 0,13 0,13
- 12 0,07 0,05 0,00 0,09 0,10 0,08
S 13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00
o 14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00
2 15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,05
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
P 6 0,16 0,17 0,16 0,17 0,17 0,17
3 7 0,17 0,17 0,15 0,18 0,15 0,16
*E 8 0,17 0,17 0,17 0,16 0,15 0,15
S 9 0,16 0,15 0,18 0,15 0,15 0,15
10 0,16 0,16 0,17 0,16 0,14 0,18
11 0,14 0,12 0,13 0,15 0,14 0,15
12 0,12 0,09 0,09 0,14 0,11 0,12
S 13 0,11 0,09 0,07 0,13 0,11 0,09
z 14 0,09 0,10 0,08 0,13 0,11 0,12
2 15 0,10 0,09 0,08 0,12 0,08 0,11
16 0,12 0,06 0,08 0,11 0,11 0,10
17 0,10 0,00 0,07 0,05 0,09 0,10
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Tab. 8.23: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)

A B (o3 D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10% TS 10% TS 10 % TS 30% TS 30% TS 30% TS
° 6 7,9 8,7 7,5 8,5 8,8 7,9
5 7 8,0 8,3 7,8 8,0 8,5 7,6
-E 8 7,9 8,5 7,0 7,4 8,7 7,9
S 9 7,0 7,8 7,1 7,7 8,3 6,9
10 7,1 7,6 6,3 7,8 8,0 6,5
11 6,0 6,0 4,9 6,0 6,6 6,1
12 5,9 5,2 4,5 5,4 5,9 54
S 13 5,1 5,0 4,6 4,8 5,1 4,5
? 14 4,4 4,7 4,6 4,8 4,8 4,8
2 15 4,4 47 4,4 4,6 4,6 4,9
16 4,2 4,6 4,1 44 4,5 4,4
17 4,7 4,7 43 4,5 4,5 4,6
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 % TS
° 6 8,3 8,7 8,7 8,8 8,3 8,1
5 7 8,5 7,9 8,2 8,7 7,1 7,8
-E 8 8,2 8,1 7,9 8,0 7,6 7,6
S 9 8,3 6,8 7,0 7,9 7,3 6,8
10 7,7 7,7 6,4 7,1 6,4 6,6
11 7,4 6,3 6,1 6,9 7,3 6,5
12 6,4 5,9 5,9 7,1 6,8 6,5
S 13 5,9 55 5,6 6,6 5,9 6,4
? 14 6,1 55 55 6,8 54 6,5
2 15 6,1 5,8 55 6,8 5,8 6,0
16 5,7 5,6 5,7 6,4 6,1 5,6
17 57 5,6 5,6 6,0 5,9 5,8
Tab. 8.24: Verdaulichkeiten der OS [%] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 8)
A B (o] D E F
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
10%TS 10%TS 10% TS 30%TS 30% TS 30% TS
® 6 15,8 14,3 14,3 12,3 12,4 14,7
5 7 14,7 14,0 12,4 13,3 12,4 14,1
E 8 16,2 13,5 13,5 12,5 13,1 13,5
S 9 16,0 14,9 13,8 14,1 13,7 14,6
10 19,8 17,1 14,3 15,0 15,4 11,0
11 16,8 13,1 18,7 15,0 11,9 12,9
- 12 11,9 -4,1 -5,0 13,5 16,4 9,8
S 13 5,0 -0,5 -1,7 9,6 15,5 9,8
7 14 -7,5 7,7 -6,7 71 9,2 43
2 15 -9,2 -9,0 -9,1 4,7 25 3,0
16 -8,9 -8,7 -6,2 -2,2 -1,1 0,9
17 0,4 -5,7 -7,0 6,7 3,6 1,9
G H | J K L
Phase Tag 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
60 % TS 60 % TS 60 % TS 100 % TS 100 % TS 100 %
® 6 13,7 13,0 12,9 13,7 12,7 12,6
5 7 13,9 12,9 13,3 14,7 12,0 9,4
E 8 14,7 17,3 16,5 16,5 12,0 12,8
S 9 12,4 12,0 17,2 10,2 12,9 17,6
10 9,6 15,9 18,3 14,9 13,6 17,8
11 13,8 14,0 12,4 12,3 12,3 13,7
12 13,7 13,9 11,3 12,1 12,2 14,8
S 13 9,9 12,1 9,7 9,3 10,6 9,5
§ 14 11,7 13,4 9,7 8,2 11,9 10,8
2 15 6,4 5,6 3,5 7,6 8,4 8,5
16 6,0 5,4 2,1 6,2 6,3 7,8
17 8,1 8,4 6,3 7,8 7,9 9,2
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Tab. 8.25: pH-Werte vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Tag - = = > E 7
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
° 6 6,48 6,47 6,49 6,42 6,48 6,39
3 7 6,68 6,58 6,63 6,46 6,33 6,31
*E 8 6,54 6,38 6,45 6,35 6,40 6,37
§ 9 6,35 6,44 6,47 6,42 6,40 6,21
10 6,41 6,35 6,44 6,46 6,42 6,30
11 6,44 6,35 6,63 6,54 6,56 6,55
12 6,50 6,39 6,64 6,60 6,63 6,64
S 13 6,41 6,48 6,63 6,69 6,64 6,65
@ 14 6,33 6,48 6,66 6,77 6,41 6,74
2 15 6,43 6,37 6,63 6,69 6,39 6,59
16 6,47 6,11 6,72 6,61 6,47 6,63
17 6,33 6,38 6,60 6,68 6,50 6,73
Ph T - i ' e | o Ea | s
ase a m m m
9] 30%Ts S0 I R0 e 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 6,61 6,51 6,55 6,54 6,43 6,48
3 7 6,55 6,53 6,59 6,24 6,47 6,42
E 8 6,56 6,58 6,58 6,39 6,50 6,48
!0 9 6,52 6,57 6,48 6,42 6,49 6,45
10 6,67 6,51 6,58 6,48 6,49 6,39
11 6,66 6,54 6,70 6,79 6,91 6,62
12 6,86 6,74 6,75 7,09 7,17 6,91
S 13 7,00 6,79 6,79 7,31 7,14 7,11
@ 14 6,89 6,81 6,84 7,37 7,09 7,07
2 15 6,87 6,90 6,83 7,36 7,11 7,15
16 6,99 7,00 6,79 7,36 7,12 7,15
17 6,93 7,07 6,80 7,41 7,26 7,20
Tab. 8.26: Redoxpotentiale [mV] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)
Phase Tag - = E . E 7
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
° 6 -207 -228 -218 -238 -230 -234
5 7 -168 -219 -228 -256 -235 -233
-E 8 -150 -225 -222 -258 -234 -250
!0 9 -220 -252 -247 -264 -249 -261
10 -222 -251 -214 -262 -249 -261
11 -234 -255 -210 -264 -267 -269
12 -245 -261 -251 -247 -258 -249
S 13 -242 -259 -193 -192 -215 -213
z 14 -225 -245 -177 -177 -136 -134
g 15 =217 -241 -169 -164 -111 -106
16 -218 -234 -191 -162 -130 -115
17 -219 -238 -196 -169 -134 -118
Ph T . b ' = | oreEn | s
ase a m m m
9] 30%Ts EU T LT 30 % TS 30 %TS 30 % TS
° 6 -228 -245 -247 -262 -253 -262
5 7 -239 -255 -249 -254 -259 -266
-E 8 -251 -259 -238 -248 -258 -265
!0 9 -263 -278 -272 -262 -273 -288
10 -262 -282 -277 -257 -280 -286
11 -259 -288 -291 -283 -263 -290
12 -270 -302 -307 -272 -275 -291
S 13 -278 -308 -308 -227 -240 -258
2 14 283 -285 -281 -183 -168 -208
g 15 -285 -272 -280 -190 -155 -164
16 -253 -270 -276 -192 -198 -180
17 -287 -270 -288 -181 -180 -212
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Tab. 8.27: SCFA-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Tag o~ e © e 3 i
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
® 6 1,54 1,58 1,60 1,65 1,56 1,48
5 7 1,41 1,51 1,48 1,72 1,71 1,64
g 8 1,64 1,61 1,48 1,55 1,76 1,66
!O 9 1,81 1,68 1,57 1,70 1,65 1,72
10 1,87 1,80 1,82 1,64 1,26 1,74
11 1,69 1,87 1,59 1,61 1,63 1,70
12 1,64 1,65 1,41 1,37 1,38 1,25
S 13 1,73 1,81 1,11 1,23 1,20 1,21
z 14 1,81 1,61 1,38 1,29 1,36 1,12
2 15 1,85 1,83 1,37 1,10 1,38 1,24
16 1,78 2,04 1,11 1,34 1,53 1,13
17 1,77 2,16 1,00 1,33 1,44 1,03
G H I J K L
® 6 1,41 1,79 1,65 1,63 1,53 1,52
5 7 1,50 1,52 1,54 1,66 1,59 1,48
.E 8 1,35 1,42 1,42 1,71 1,55 1,45
) 9 1,55 1,48 1,53 1,59 1,62 1,38
10 1,32 1,52 1,50 1,58 1,48 1,54
11 1,03 1,10 1,06 0,90 1,10 0,99
12 0,76 0,96 0,88 0,58 0,57 0,63
S 13 0,49 0,65 0,71 0,35 0,46 0,42
z 14 0,48 0,64 0,66 0,32 0,35 0,41
2 15 0,50 0,50 0,60 0,27 0,41 0,29
16 0,51 0,52 0,61 0,24 0,40 0,29
17 0,11 0,50 0,52 0,18 0,40 0,35

Tab. 8.28: Acetat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Ta " = © e E 7
9 Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
° 6 0,94 0,99 0,95 1,04 1,04 0,97
5 7 0,91 1,00 0,96 1,15 1,09 1,05
£ 8 1,07 1,01 0,96 1,01 1,13 1,11
S 9 1,24 1,09 1,04 1,15 1,07 1,15
10 1,29 1,19 1,23 1,11 0,85 1,19
11 1,13 1,28 1,10 1,14 1,15 1,22
12 1,16 1,17 0,97 1,02 1,00 0,91
§ 13 1,18 1,26 0,77 0,96 0,89 0,92
@ 14 1,26 1,10 0,95 1,02 1,08 0,89
2 15 1,28 1,27 0,94 0,86 1,16 1,01
16 1,25 1,41 0,75 1,05 1,28 0,90
17 1,20 1,54 0,68 1,02 1,14 0,81
G H I J K L
Phase Tag 0 3 0 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
e Sl SIS 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 0,98 1,16 1,08 1,02 1,01 0,99
5 7 1,03 0,99 0,96 1,07 1,06 0,95
£ 8 0,88 0,96 0,88 1,16 1,05 0,93
S 9 1,05 1,00 0,97 1,08 1,09 0,90
10 0,89 1,04 0,98 1,11 1,01 1,05
11 0,77 0,83 0,72 0,67 0,78 0,75
12 0,57 0,73 0,65 0,44 0,44 0,50
§ 13 0,38 0,49 0,53 0,28 0,37 0,35
@ 14 0,37 0,49 0,50 0,24 0,35 0,35
2 15 0,40 0,39 0,46 0,22 0,41 0,29
16 0,39 0,41 0,46 0,24 0,34 0,29
17 0,40 0,39 0,41 0,18 0,33 0,30
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Tab. 8.29: Propionat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Tag o~ e © e 3 i
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
® 6 0,47 0,45 0,48 0,47 0,41 0,41
5 7 0,40 0,38 0,40 0,46 0,49 0,48
g 8 0,49 0,46 0,40 0,42 0,50 0,44
!O 9 0,48 0,46 0,41 0,46 0,45 0,44
10 0,48 0,47 0,47 0,42 0,32 0,44
11 0,44 0,47 0,39 0,36 0,39 0,37
12 0,35 0,37 0,34 0,25 0,28 0,25
S 13 0,43 0,41 0,27 0,18 0,21 0,19
z 14 0,45 0,38 0,34 0,18 0,17 0,16
2 15 0,45 0,43 0,33 0,15 0,14 0,16
16 0,43 0,49 0,28 0,19 0,16 0,15
17 0,45 0,51 0,25 0,19 0,18 0,14
G H I J K L
® 6 0,32 0,50 0,43 0,46 0,39 0,41
5 7 0,37 0,42 0,43 0,48 0,41 0,43
.E 8 0,36 0,38 0,41 0,44 0,39 0,40
) 9 0,40 0,38 0,43 0,40 0,40 0,36
10 0,34 0,38 0,41 0,38 0,37 0,39
11 0,26 0,27 0,27 0,23 0,26 0,24
12 0,19 0,23 0,23 0,13 0,13 0,13
S 13 0,11 0,16 0,18 0,07 0,08 0,07
z 14 0,10 0,15 0,15 0,08 0,00 0,06
2 15 0,12 0,11 0,14 0,05 0,00 0,00
16 0,10 0,12 0,15 0,00 0,07 0,00
17 0,11 0,11 0,11 0,00 0,07 0,06

Tab. 8.30: Butyrat-Produktionsraten [mmol/d] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Tag o B . e 2 J
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
® 6 0,13 0,14 0,16 0,14 0,10 0,10
5 7 0,10 0,13 0,13 0,11 0,13 0,11
-E 8 0,08 0,14 0,11 0,12 0,13 0,10
S 9 0,09 0,13 0,12 0,09 0,13 0,13
10 0,10 0,14 0,12 0,11 0,09 0,11
11 0,11 0,13 0,10 0,10 0,09 0,10
12 0,13 0,12 0,09 0,09 0,10 0,09
S 13 0,13 0,13 0,07 0,09 0,09 0,10
z 14 0,11 0,13 0,09 0,08 0,10 0,07
2 15 0,13 0,14 0,10 0,08 0,08 0,08
16 0,10 0,14 0,09 0,10 0,10 0,09
17 0,12 0,12 0,07 0,11 0,11 0,09
G H I J K L
® 6 0,11 0,14 0,14 0,15 0,13 0,12
5 7 0,09 0,12 0,15 0,11 0,12 0,11
-E 8 0,11 0,09 0,12 0,11 0,11 0,11
S 9 0,10 0,10 0,13 0,11 0,13 0,11
10 0,09 0,10 0,11 0,09 0,10 0,11
11 0,00 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S 13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
z 14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 8.31: Ammoniak-Konzentrationen [mmol/l] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)

Phase Tag o~ e © e 3 i
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
® 6 5,9 6,4 5,6 6,7 5,9 6,7
5 7 6,0 6,7 5,7 6,5 6,4 6,2
‘E 8 5,1 6,5 47 6,1 6,8 5,9
S 9 54 6,7 54 6,5 6,5 6,1
10 5,7 7,2 5,2 7,1 6,3 5,6
11 5,9 6,3 5,7 6,6 6,5 6,0
12 6,3 5,8 5,6 6,3 5,8 6,6
S 13 5,9 6,5 5,7 6,2 6,4 6,5
@ 14 6,0 57 5,2 5,3 5,0 6,0
2 15 5,8 4,8 4,5 6,0 5,8 6,0
16 5,5 53 4,6 5,8 5,3 5,0
17 5,4 54 4,2 7,0 5,9 5,7
Ph T G H ! tomg Eidl | 1omgErd || 0mglEr
ase a m m m
9| 30%Ts 30%TS 30%TS 30 %TS 30 % TS 30 % TS
® 6 6,2 7,1 6,8 5,8 6,6 7,4
5 7 5,8 6,7 6,4 5,4 6,2 7.1
.E 8 55 6,5 6,3 5,8 6,3 6,3
) 9 5,7 6,1 6,2 5,8 6,5 6,8
10 55 6,9 5,56 5,9 6,2 6,5
11 52 5,9 5,5 5,5 4,2 5,8
12 4,6 4,9 5,1 4,4 5,6 4,9
S 13 4,2 4,8 5,3 5,2 4,6 5,2
@ 14 4,1 4,5 4,7 4,9 4,4 5,1
2 15 4,6 4.1 3,8 4,3 4,7 5,0
16 4,3 4,5 47 43 4,5 4,1
17 4,1 4,5 4,5 4,0 4,5 3,6
ab. 8.32: Verdaulichkeiten der OS [%] vor und wahrend der E-Zugabe und der Reduktion der TS (Versuch 9)
Phase Tag " = © e E 7
Kontrolle Kontrolle Kontrolle 10 mg E/d 10 mg E/d 10 mg E/d
° 6 14,4 14,0 16,2 14,1 13,2 13,1
5 7 14,4 11,9 13,7 13,5 15,6 15,5
-E 8 15,9 12,8 14,8 13,9 14,1 14,7
S 9 19,7 15,4 16,5 17,5 15,5 13,4
10 17,0 16,5 19,6 14,3 15,0 16,2
11 16,8 16,5 17,8 15,5 13,5 13,5
12 13,7 16,4 15,5 11,6 10,1 8,5
S 13 17,1 14,0 16,1 8,1 12,8 10,1
é 14 21,9 17,3 18,0 16,0 17,1 11,0
2 15 17,2 18,0 17,4 12,6 15,4 24,8
16 17,4 20,0 18,4 15,3 15,5 12,6
17 19,8 18,0 15,9 13,8 15,3 12,3
Ph T " H ! B | o
ase a m m m
9| 30%Ts Sl SIS 30 % TS 30 % TS 30 % TS
° 6 15,7 17,2 14,6 17,7 16,3 13,6
5 7 16,2 16,6 17,7 20,0 17,0 15,3
-E 8 16,7 16,9 17,9 16,3 16,6 15,6
S 9 16,1 14,6 15,9 14,9 16,3 12,9
10 15,4 16,1 16,8 17,4 16,7 16,8
11 17,4 16,5 13,9 13,8 14,3 15,4
- 12 11,0 12,7 12,2 -3,5 3,8 7,4
g 13 14,0 34 10,4 4.2 9,0 3,6
@ 14 11,8 9,6 11,6 -6,8 34 1,2
2 15 7,7 8,4 13,8 2,5 5,7 7,6
16 11,7 12,3 13,9 0,4 8,9 2,1
17 11,2 12,6 17,5 2,1 8,2 47
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