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Vorwort

Indirekte Verfahren der Verdaulichkeitsbestimmung hzben
gegeniiber herkommlichen Techniken den Vorteil der Arbeits-
und Zeitersparnis und teilweise der groBleren Genauigkeit.
Unter indirekten Vertahren werden im folgenden vor allem
Indikatormethoden verstanden; auf Methoden der in-vitro-
verdauung, der kiinstlichen Mastikation (TRUSLSEN u. BIuSBY,
1964) und der Nylonbeutel-Technik (RAPP, 1972) wird nicht
weiter eingegangen.

Zweck des folgenden literaturteils ist es, eine kritische
ubersicht iiber die gingigen Indikatormethoden zu geben.

Der experimentelle Teil dieser Arbeit hatte zum Ziel, eini-

ge Pflanzenpigmente der Carotinoidreihe auf ihre Eignung alé
indikatoren zu iiberpriifen.
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Theoretische Grundlagen der Verwendung von Verdaulich-
keitsindikatoren

Die der anwendung von Indikatoren zur Bestimmung der ver-
daulichkeit zugrundeliegenden Vorstellungen sind in Abbil-
dung 1 schematisch dargestellt.

Abb. 1: Schematisierte Darstellung der "™unktion eines
Indikators

Futter Verdauungstrakt PFaeces

RIR

Analytische Bestimmung
der
Konzentration des Indikators

Die Konzentration des Indikators wird im Futter und in den
Faeces bestimmt. Gleichung (1) beschreibt die Zusammenhin-
ge zwischen der prozentualen Verdaulichkeit (V) der Fut-
tertrockensubstanz, der Konzentration des Indikators im
Putter (H) und seiner nonzentration in den Faeces (I)

ve 0 - HOXE oo v X0 =W greionung (1)
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vabei ist zunédchst gleichgliltig, ob es sick um einen soge-
nannten internen (d.h. natirlichen Bestandteii des rfutters)
oder um einen ext-rnen, also dem rutter (humogen) bpeigemisch-
ten Indikator handelt.

Uber Indikatormethoden wird nicht die wahre Verdaulichkeit,
sondern die Scheinbare Verdaulichkeit berechnet, da die hon-
zentration des Indikators im.er auf die hot-Trockensuostanz
bezogen wird, die den Fehler der "Scheinbaren" Verdaulich-
xeit schon in sich birgt. '

Neben der Moglichkeit des Einsatzes von Indikatoren zur in-
direkten Bestimmung der Scheinbaren Veraaulichkeit kénnen
durch eine sinnvolle Kombination von 2zwei voneinander unab-
héngizen Indikatoren rfutterverdaulichkeit un d freiwil-
liger Futterverzehr berechnet werden. '

cin weiteres Anwendungsgebiet fur Indikatoren ist die Mes-
sung der lassagegeschwindigkeit von Futter im Verdauungstrakt.
Jabel werden externe Indikatoren verwendet, von denen bekznnt
ist, dan sie wit der einen oder anderen Ingestafraktion \ je
nacr: rartikelgrose) oder -phase (wassrig bzw. fest) assoziiert
sind.

schliewlich kann mit Hilfe von Indikatoren untersucht werden,
an welchen Stellen des Verdawungskanals bestimmte Inhalts-
stoffe resorbiert (oder sezerniert) werden, inder man das
Verhdltnis zwischen Inhaltsstoff und Indikator entlang des
Magen-Jarm-Trakts (bei getdteten Tieren oder Tieren mit per-
manenten Fisteln) migt.

Besonders interessant ist der Aspekt der gleichzeitigen Re-
rechnung von Futteraufnahme und -verdaulichkeit bei wWieder-
kduern auf der weide. Denn diese beiden wichtigen Yarameter
zur deurteilung der Nahrstoffversorgung der Tiere und der
Produktivitdt von Grinland sind einer exakten Bestimmung

nur sehr schwer zuginglich.

In abbildung 2 ist das Schema einer solchen "Doppelindika-
tormethode" (TIBWS) dargestellt.

Die unterschiedlichen Konzentrationen eines internen Indika-
tors (Indikator 2) in Putter und Paeces werden zur Berech-
nung der Scheinbaren Verdaulichkeit nach Gleickung (1) verwen-
det.
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abb. 2: Schema einer woppelindikatormethode zur “estiinung
der irockensubstanzauinahme und Nahrstoftveraaulich-
keit auf der aeide (nach .laws, modifiziert:

\/?\
e [/{« 0

Analyse:
Indikator 1

0,2 % in der
Tr.S.

Indikator

/)

4 V¥ urinfutter
«VW/ T
W

( C‘o; Paeces

Analyse: Indikator 2 tgilgse: Indika-~
400 ppm in der Tr.S. 120U ppm in der

r.S.

Ergebnis
Scheinbare Verdaulichkeit der rr.S. (nach Gleichung 1):

V=100 - 100X 800 . 66,7 %

Pagliche Kot-Tr.s.-ausscheidung in g (nach Gleichung 2):
p e RUX %U,O = 5.000

Pigliche Putter-Tr.S.-Aufnahme in g (nach Gleichung 3):

., _ 100 x 5.000 _ ,
= ﬁo—_%gw— = 15-000
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Zur Bestimmung der Trockensubstanzaufnahme ist zuerst die Be-
rechnung der téglich ausgeschiedenen Kot-Trockensubstanzmen-
ge (P) notwendig. P errechnet sich aus der prozentualen Kon-
zentration (K) des externen Indikators (Indikator 1) in der

Tr.S. einer Durchschnitts-Faecesprobe und der téglich verab-

reichten konstanten Menge (L) dieses Indikators nach der fol-
genden Gleichung (2):

p - 00zL Gleichung (2).

Die auf diese Weise berechnete tdgliche Trockensubstanz-Aus-
scheidung stellt den scheinbar unverdaulichen Anteil des auf-
genommenen Futters dar.

Die tdgliche Futter-Trockensubstanz-Aufnahme (G) errechnet sich
folglich als

6 = %—8—8—’_‘-@ Gleichung (3)

Die dargestellten Verhilinisse gelten nur dann uneingeschriénkt,
wenn folgende Bedingungen erfiillt sind:

1. Die untersuchte Futterprobe muB reprédsentativ fiir das tat-
sdchlich aufgenommene Putter sein.

Die Auswirkungen einer Futterselektion, die eine der Haupt-

fehlerquellen bei Indikatoruntersuchungen auf der Weide

darstellen wird, auf das Ergebnis der Verdaulichkeitsbe-

stimmung sind in den aAbbildungen 3a bis 3¢ dargestellt.
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Abb. 3a - c¢: Auswirkung von Putterselektion auf die be-
rechnete Scheinbare Verdaulichkeit (Erlau-
terungen s.S. 7)

Abb. 3a

Ll L]G]
Ergebnis der aAnalyse einer
E] B E reprisentativen Durchschnitts-

B probe: 2,5
(] [ ] (]

Griinfutterbestand

Abb., 3b

ajajo
&G
DD F
E' aeces

Grinfuttervestand

Abb. 3¢ Vv =100 - 200X 2.0 _ 45
D f\&\

DEE 7
o

B @DE ,L”“”

Griinfutterbestand

o~

J QEEE

\ 10:42g2,5

Faeces
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Erlduterungen zu den abbildungen 3a bis 3c:

bie Felder sollen jeweils die gleiche Gewichtseinheit Trok-
xensubstanz darstellen, die Zahlen in den Feldern die darin
enthaltene absolute Menge an internem Indikator 2 (die Wer-
te sind willkiirlich angenommen, daher ohne Jimension).

Bei einer angenommenen Trockensubstanz-Verdaulichkeit von
75 % verteilt sich die gesamte mit 4 Gewichtseinheiten
Grinfutter-Trockensubstanz aufgenommene Indikatormenge auf
eine Gewichtseinheit Faeces-Trockensubstanz.

Durch die Préferenz des Tieres in Abb. 3¢ fiir indikatorrei-
ches Futter, die dem Probenzieher unbekarnt bleibt (Abb. 3a),
errechnet sich trotz angenommener gleicher Verdaulichkeit
des gesamten Grasbestandes von 75 % im Falle des
Pieres in Abb. 3c iliber Gleichung (1) eine Trockensubstanz-
Verdaulichkeit von 84,4 %

Bei gleichmiiigem AbbiB (Abb. 3b) errechnet sich iiber Glei-
chung (1) der richtige Wert von 7% %.

DaB Weidetiere Putter selektieren, ist seit langem bekannt
und wurde vielfach nachgewiesen (HARDISON et al. 1954,
JEFFERIES u. RICE 1969, LANGLANDS 1965, LANGLANDS 1967,
LESPERANCE et al. 1960, MEYER et al. 1957 und WEIR u. TORELL
1959). '

Ein idealer Zustand widre gegeben, wenn der Indikator im Fut-
ter gleichmidBBig verteilt ist, wenn also eine Stichprobe als
reprisentativ angesehen werden kann. Er wird bei einem sehr
homogen zusammengesetzten Bewuchs am ehesten erreicht.
Schlielllich besteht die Moglichkeit, eine représentative Fut-
terprobe mit Hilfe einer kiinstlich angelegten (sophagusfistel
zu gewinnen (2.B. LANGLANDS 1969).

2. Die untersuchte Faecesprobe muild der untersuchten Futter-
probe entsprechen.

Dieser Faktor gewinnt als Fehlerquelle an Bedeutung, wenn

sich die Zusammensetzung (bzw. der Indikatorgehalt) eines

Grinfutters in relativ kurzer Zeit erheblich #ndert.

In einem solchen Fall muB daran gelegen sein, die Versuchs-

periode so kurz wie méglich zu halten. Dabei taucht die Schwie-
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rigkeit auf, zwischen zufzlligen (= ungerichteten) und ge-
richteten Schwankungen zu unterscheiden.

Bei konventionellen Verdauungsversuchen (an Milchkuhen)

wird eine Vorperiode von bis zu 2 Monaten und eine mindestens
2-monatige Hauptversuchsperiode vorgeschlagen (GES. f. cRNaH-
RUNUSPHYSIOL. 1956), um ungerichtete Tagesschwankungen aus-
zugleichen; bei einer derartigen Versuchsanstellung kann das
Zrgebnis der langen Versuchsperiode zur Beurteilung der
Brauchbarkeit der irgebnisse kiirzerer Versuchsperioden heran-
gezogen werden (z.B. CLANTON 1961).

Bei Versuchen mit Tieren auf der Weide kann aber eine lin-
gere Periode nur beschrinkt als MaBstab fiir kiirzere dienen,
da gerade sie die Fehler beinhalten kann, die man mit kirze-
ren Perioden zu vermeiden trachtet.

Es mud jedoch nochmals betont werder, daid diese Uberlegungen
nur dann zum Tragen kommen, wenn drastische gerichtete
Schwankungen in der uriinfuttierzusammensetzung zu ervarten
sind.

3. Die Indikatoren miissen nach der tassage durch den Ver-
dauungstrakt vollstandig wiederaufgefunden werden.

Sie diirfen folglich

a) nicht resorbierbar sein.

b) Im Verdauungstrakt diirfen keine chemischen Umwandlungen
stattfinden, welche die analytische Erfassung verdndern.

~¢) #s darf weder eine Indikatoreigensynthese seitens des
Versuchstieres mit anschliellender Sekretion in das
Darmlumen noch eine intraintestinale (mikrobielle) Neu-
synthese erfolgen. :

d) wver Indikator darf sich an keiner Stelle des Verdauungs-
traktes "anschoppen", d.h., er soll eine mogliichst gleich-~
-ménige Passagegeschwindigkeit zeigen (bzy.,seine rassage-
gesc..windigkeit soll der der Ingesta entsprechen).

4. Der externe Indikator darf weder im Futfer nochlin mﬁg-
lichen iFutterverunreinigungen (Staub, Erdg).vorkommen.
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Im folgenden werden die Zusammenhinge zwischen den Vieder-
auffindungsraten der Indikatoren und dem Versuchser;cbnis
aulgezeigt.

Indikator 1 mége zur RBestimuung der tédglichen Kot-rrocken-
substanz-ausscheidung, Indikator 2 zur HBestimmung der Schein-
varen Verdaulichkeit der Futtertrockensubstanz dienen (vel.
abb. 2).

Es werden folgende Symbole verwendet:

Wiederauffindungsrate von Indikator 2 (in %)
Wiederauffindungsrate von Indikator 1 (in %)

Wahre Futtertrockensubstanzrenge

Wahre Kottrockensuhstanzmenge

Tatsdchliche Scheinbare Verdaulichkeit der Futter-ir.S.
Berechnete Scheinvare verdaulichkeit der Autter-ir.S.
Berechnete Futtertrockensubstanzmenge

Konzentration von Indikator 2 in der rutter-Tr.S.
Konzentration von Indikator 2 in der kKot-Tr.S.
Konzentration von Indikator 1 in der lot-Tr.S.
Absolute, tidglich verabreichte Menge von Indikator 1
Berechnete tidgliche rottrockensubstanzmenge
Genauigkeit der Indikator-2-iiethode

Genauigkeit der Indikator-1-Methode

Genauigkeit der "Doppelindikatormethode"

Korrigierte berechnete Scheinbare Verdaulichkeit

der Futter-ir.s5.

U Korrigierte berechnete Futtertrockensubstanzmenge

Q W ke

v £ R HID Q< B

3

Die allgemein angegebene und bekannte Gleichung
v=100-20%X8 geichung (1)

setzt eine 100 %ige Jiederauffindungsrate des Indikator 2
voraus. Beriicksichtigt man die Moglichkeit einer von 100° %
abweichenden Wiederauffindungsrate tir diesen Indikator,
so ergeben sich fiir V, A und E folgende Zusammenhinge:
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Y =

100 (A + B 100) Gleichung (4)

Unter der Bedingung, dals A nie gréBder als 100 werden kann,
nimut die Genauigkeit (y) der Indikator-2-sethode, ausge-
driickt als

1ooEx v Gleichung (5)

den Wert

qQ = 10.000 g& 4+ B - 1002 Gleichung (5&)

A

an. Das bedeutet, day die Genauigkeit der iiber einen Indi-
kator errechneten Scheinbaren Verdaulichkeit nicht nur von
der Wiederauffindungsrate des Indikators abhédngt, sondern
auch eine Funktion der tatsichlichen Scheinbaren Verdaulich-
keit der PFutter-Trockensubstanz ist, denn fiir gro8Se E strebt
Q dem Grenzwert 100 entgegen, unabhéngig davon, wie groS A
ist.

Zur Veranschaulichung dient die Tabelle 1.

Tab. 1: Genauigkeitswerte (Q) fiir V in Abhidngigkeit von
A und E

E % 40 45 50 55 60 65 70 75 80
%0% 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
98 96,9 97,5 98,0 98,3 98.6 98,9 99,1 99,3 99,°
96 93,8 94,9 95,8 96,6 97,2 97,8 98,2 98,6 99,0
94 90,4 92,2 93,6 94,8 95,7 96,6 97,3 97,9 98,4
92 87,0 89,4 91,3 92,2 94,2 95,5 96,3 97,1 97,8
90 83,3 86,4 88,9 90,9 92,6 94,0 95,2 96,3 97,2
88 79,5 83,4 86,4 88,8 90,9 92,6 94,1 95,5 96,6
86 75,6 80,1 83,7 86,7 89,1 91,2 93,0 94,6 95,9
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Indikavor 1, der in konstanter lenge tdglich eingegeben
wird, dient zur Berechnung der tédglich anfallenden Kot-
Trockensubstanzmenge. Dabei gilt die Gleichung

P = looxx L Gleichung (2),

die sich in

p-100xD Gleichung (2a)

unformen 1&8t.

Wenn man wiederum annimmt, dai die Wiederauffindungsrate des
Indikator 1 einen von 10C % nach unten abweichenden Wert an-
nehmen kann, 1éBt sich die Genauigkeit (R) der Indikator-l-Me-
thode

R=200xD Gleichung (6)
wie folgt ausdriicken:

R = 100 - 100 g =) Gleichung (6a),

was gleichbedeutend ist mit

R=20xB- 10.000  Gieichung (6b).
Pir B = 100 ist auch R = 100. In diesem Fall héngt die Ge-
nauigkeit nur von der Wiederauffindungsrate ab.

Durch eine Kombination der Indikator-l- mit der Indikator-
2-Fethode (= Doppelindikatormethode) 1léBt sich die aufge-
nommene Futtertrockensubstanzmenge berechnen:

Gleichung (3)

G- l0xP
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Durch entsprechendes Einsetzen erhdlt man

¢ = =5 Gleichung (3a)

Das heiBt, daB die berechnete Futtertrockensubstanzmenge

G mit der tatsidchlich aufgenommenen Menge an Futter-Tr.S.

¢ Ubereinstimmt, wenn die beiden Indikatoren die gleiche
Wiederauffindungsrate haben, wobei deren Hohe ohne &in-
flul ist. Mit anderen Worten: Bei gleichen (unvollstin-
digen) Wiederauffindungsraten von Indikator 1 und 2 ent-
spricht die iiber Indikator 1 errechnete zu hohe tégliche
Faecestrockenmasse der iiber Indikator 2 errechneten zu nied-
rigen Scheinbaren Verdaulichkeit der Putter-Tr.S.

Als Ausdruck der Genauigkeit der Kombination der beiden Me-
thoden l&dst sich der Einfachheit halber auch die Genauig-
keit der berechneten tiéglichen Futter-Tr.S.-Menge heranzie-
hen.

§ =100 « (&=C€) x 100  Gre4enung (7)
Nach Umformen erhdlt man R

~20xB - 100X Gloichug (Ta)

Im Gegensatz zur Genauigkeit der mit Hilfe von Indikator 2
errechneten Scheinbaren Verdaulichkeit'der Futter-Ir.S.
hiéngt S ausschlieiBlich von den Wiederauffindungsraten der
beiden Indikatoren ab.

3ind die Wiederauffindungsraten der beiden Indikatoren (aus
einem Vorversuch) bekannt, so lassen sich die errechneten
Werte gegebenenfalls korrigieren ' ) ’

P = E = AxV -~ 188 X A + 10.00Q Gleichung (8)
und
U=c=&zxB Gleichung (9)

»
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1iit Eilfe der indikator-2-Methode last sich nicht nur die
scheinbare Verdaulichkeit der Gesamt-Futter-Tr.S., sondern
auch die scheinbare Verdaulichkeit einzelner Futterbestand-

teile berechnen. So betragt die prozentuale Verdaulichkeit
des Futterbestandteils Y

100 - 100 x Konz. ¥ i. Kot-Tr.S. x Konz. Ind, 2 i. Futter-Tr.S.
Konz. Y i. Futter-Tr.S. X Konz. Ind. 2 i. Kot-Tr.S.

Gleichung (10)
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Inwieweit die gebrduchlichen Indikatoren den oben gestellten
Anforderungen geniigen, soll nun anhand von Literaturberich-
ten untersucht werden.

Zugesetzte lndikatoren

Uber das von EDIN (1918) erstmals als Indikator verwendete
Chrom(-III-)oxid (Cr20’) wird in gzahlreichen Arbeiten berich-
tet. Dabel werden die verschiedensten Aspekte der Anwendung
dieses Indikators beleuchtet.
Viele Untersucher benutzen die Analysenmethode von CHRISTIAN
u. COUP (1954). Andere Verfahren beschreiben u.a. KIMURA u.
MILLER (1957), PIATKOWSKI et al. (1962 a). PETRY u. RAPP (1971
verbesserten die Genauigkeit und Empfindlichkeit der Cré03—
Bestimmungsmethodik betréchtlich.
Uber die Wiederauffindungsrate werden recht unterschiedliche
Angaben gemacht; sie reichen von 71,5 % (KIESLING et al. 1969)
bis zu 116 % (TROELSEN 1965 a).
Bei quantitativer Kotsammlung ("total fecal collection") ist
eine Wiederauffindungsrate von iiber 100 % auBer durch Analy-
senfehler nur so zu erklaren, da8 sich der Indikator vor Be-
ginn der Kotsammelperiode im Magen-Darm-Trakt "anschoppt"
und wahrend der Versuchsperiode vermehrt ausgeschieden wird.
Eine unvollstdndige Wiederauffindungsrate kann viele Griin-
de haben. Es wird dariiber berichtet, daB Tiere eingegebene
Cr203-Kapse1n regurgitieren (TROELSEN 1965 a). Bleibt ein
solcher Vorgang unbemerkt, ist eine scheinbar verschlechter-
te Wiederauffindungsrate die Folge.
Eine weitere Moglichkeit sind Anschoppungen im Magen-darm-Trak
Dabei widre zu unterscheiden, ob sich nur erst ein gewisser
gleichmdBiger "Sdttigungsgrad" einstellen muB, der bei den
entsprechenden Versuchen mit niedriger Wiederauffindungsrate
nicht abgewartet wurde oder ob sich an bestimmten Stellen
iiber langere Zeit grdsdere Mengen des Indikators ansammeln.
Uber die notige Zeitspanne bis zum Auftreten einer gleich-
bleibenden téglichen Cr203—Ausscheidung werden in der Lite-
ratur angaben zwischen 36 Stunden (PIATKOWSKI et al. 1962 a)
und 7 Tagen (HARDISON et al. 199) gemacht.
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In der von mir iiberblickten Literatur ist nur ein Hinweis
iber groBere anschoppungen zu finden, die in den Labmagen-
falten eines Lammes zuriickgehalten wurden (BA’NICOAT 1945).
ansonsten begniigen sich die autoren mit der eststellung,
dai der Indikator "an irgendeiner Stelle des Verdauungstraktes
guriickgehalten wurde" (CRAMPTON u. ILQYD 1951), da die Ver-
suchstiere in der Regel nach Versuchsende nicht geschlachtet
wurden.,

Als dritte Moglichkeit fiir eine unvollsténdige Wiederauffin-
dungsrate von Cr203 kommt eine Resorption in Betracht. Sie
ist nur durch Verunreinigung des verabreichten Chromoxids
mit loslichen Chromverbindungen vorstellbar. DEINUM et al.
(1962) fanden nach Cr203—Gaben an Kithe Spuren von Chrom in
der Leber, in den Lymphknoten und in den Nieren.

Der iiberwiegende Teil der Untersucher verwirft jedoch den
Gedanken an eine Resorption ins Gewicht fallender Chrom-
mengen.

Theoretisch konnen auch noch Verluste nach der Kotsammlung
eintreten (Trocknen, Mahlen, Analyse); auf diese soll aber
nicht ndher eingegangen werden.

rBigentlicher Sinn der Doppelindikatormethode ist es, auf
eine quantitative Faecessammlung verzichten zu konnen.

Um auch durch einzelne Stichproben verlédB8liche Zrgebnisse
zu bekommen, muB der Indikator gleichmédig in den Faeces -
eines Tages verteilt sein. Gerade bei Chromoxid aber gibt
es eine umfangreiche Literatur iiber Schwankungen in der
Ausscheidung innerhalb eines Tages ("diurnal variation").
Chromoxid, das als homogene Einmischung im PFutter verab-
reicht wurde (BRADLEY et al. 1958), fiihrte zu einer gleich-
miBigeren Verteilung in den Faeces als wenn es téglich in
Form einer Gelatinekapsel gegeben wurde. Dagegen stellten
SMITH u. REID (1955) keinen Unterschied in der Genauigkeit
der berechneten Kotausscheidung zwischen der Verabreichung
von Cr203 in Kapseln und als Einmischung in ein Kraftfutter
fest.
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Schwankungen in der Cr203-Konzentration in den Faeces deu-
ten auf eine unvollstidndige Durchmischung von Indikator und
Ingesta im Yaensen hin. So jedenfalls ist der Befund von
CORBSTT et al. (19%8) zu interpretieren, die bei einem
Schaf innerhulb von vier Stunden nach der peroralen Verab-
reichung einer Cr203-K3p8e1 den Groisteil der Dosis iiber eine
buodenalfistel wiederfanden. Die Autoren vermuten, da8 sich
die Kapsel wahrscheinlich kurz nach der Verabreichung im
vorderen Teil des Pansens oder in der Haube, also in néchster
Nghe der Hauben-Psalter-Offnung, aufloste, und das Cr203,
ohne vorherige griindliche Durchmischung mit dem Panseninhalt,
weitertransportiert wurde.

Die letztgenannten Autoren stellen in einer Abbildung die
Konzentration~Zeit-Kurve fiir Chromoxid im Juodenalinhalt
nach applikation einer einzigen Dosis (in einer Gelatine-
kapsel in Pulverform) dar (CORBETT et al. 1958, Abb. 1,
Kurve A). Diese Kurve dhnelt stark einer Ausscheidungskur-
ve in den Paeces, die LAMBOURNE (1957) darstellt (abb. 1,
Kurve a der Versffentlichung), wenn man die Zeitverschiebung
im Verlauf der weiteren Darmpassage beriicksichtigt. Auch

die Kurve von LAMBOURKE verkdrpert die Ausscheidung eines
Indikators nach einer einzigen Dosis.

Auf dieser Kurve (und anderen) baut LAMBOURNE sehr interes-
sante theoretische Ausscheidungskurven bei zweimaliger tdg-
licher Indikatorverabreichung in verschiedenen Zeitinterval-
len auf. Er geht davon aus, da8 unter Weidebedingungen die
einzelnen Tiere nicht 6fter als zweimal pro Tag beldéstigt
werden sollten und kommt zu dem SchluB8, da8 Zeitintervalle
von 8 und 16 bzw. 9 und 1% Stunden zwischen den zZwei tdgli-
chen "Verrichtungen" (jeweils Kotprobenentnahme und Indika-
torverabreichung) erfolgversprechend seien.

Solche Uberlegungen zielen darauf ab, bei bestehenden
Schwankungen in der Kotkonzentration von Cr203 bestimnte
Zeitpunkte zu finden, zu denen die Konzentrationen dem
Tagesdurchschnitt entsprechen oder Abweichungen sich auf-
heben. Sie setzen voraus, da8 die Tagesschwankungen einem
genauen Rhythmus unterworfen sind. Hier 1&8t sich einwenden,
das unter solchen Bedingungen auch eine einmalige Indikator-
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verabreichung und Kotprobennahme geniigen wiirde, da die
"relative recovery" zur Zeit der hotprobennarme (d.h.,

das Verhdltnis zwischen or203—Konzentration in der rot-

probe und dem Tagesdurchschnitt) «onstant und somit rechne-
risch korrigierbar ware.

Uber Schwankungen zwischen einzelnen Tagen ("daily variation")
berichten jedoch u.a. CLANTON (1962) und KAMEQOKA et al.
(1956). Eher fir RegelmdBigkeit im Verlauf der ausscheidungs-
kurven einzelner Tage sprechen die Ergebnisse von WIILKINSON
u. PRESCOTT (1970). ‘

Um eine bessere Verteilung des Indikators im ranseninhalt

zu erzielen, beschritten eine Reihe von Untersuchern neue
Wege. So untersuchten FIGDEN u. BRISSON (1957), CORBETT et
al. (1998) und andere die Moglichkeit, an Papier adsorbier-
tes Cr203 zu verwenden. CORBETT et al. (1958) behandelten

das Chromoxid-rapier aullerdem noch mit Aluminiumsulfat und
kommen 2zu dem Ergebnis, dal Gr2u3 durct die enge Verbindung
mit den Cellulosefasern des Papiers die (ualit&Zten eines in-
ternen Indikators annimmt.

Weniger gute Jrfahrungen mit dieser Art der Applikation sam-
melten .IESLING et al. (1969). Bei ihren war die Wiederauf-
findungsrate (z.T. nur 71,5 ;») unbefriedigend; auBerdem waren
gesicherte Unterschiede zwischen den Versuchstieren (p ( 0,05)
und Versuchen festzustellen.

Aufgrund der iiberblickten Literatur ist es nicht moglich,
xit der viinschenswerten Sicherreit zu entscheiden, ob Cr203
geeignet ist, bei Wiederkduern derart als Indikator Verwen-
dung zu finden, dail einzelne Kotproben verldissiche Hinweise
auf den Gesamtkot eines Tages gebeu wirden.

So wird auch in jungsten arbeiten (HATTAN u. OWEN 1970) die
quantitative kotsammlung trotz verabreichter Indikatoren
wieder ernsthaft in Brwdgung gezogen. Jabei wird zwar gegen-
iiber dem konventionellen Verdauungsversuch keine Arbeit ge-
spart, dagegen das leidige Problem der Tagesschwankungen
(wenn auch nicht einer eventuell unvollsténdigen Wiederauf-
findungsrate) umgangen. .iuBerdem bietet die . ethode den Vor-
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teil, bei einer kurzen Versuchsperiode sogenannte "end-
period errors" zu vermeiden. Denn Unregelmiliigkeiten in
der Kot-Tr.S.-Ausscheidung (2z.B. eine durch kurzzeitige
Kotverhaltung bedingte verringerte Kotausscheidung am
letzten Tag) fiihren bei der konventionellen Methode (ins-
besondere bei kurzen Versuchsperioden) zu betrdchtlichen
Fehlern. Diese werden mit Hilfe des Indikators vermieden,
dessen Konzentration unabhidngig von UnregelmdfBigkeiten
bei der Kot-Tr.S.-iusscheidung ist.

In neuerer Zeit werden auch bei Verdaulichkeitsuntersuchun-~
gen radioaktive Isotope als externe Indikatoren eingesetzt.
Ihr vorteil liegt in der einfachen und schnellen Bestimmung,
ihr Nachteil in den meist gesetzlich vorgeschiiebenen Vor-
sichtsmaBregeln bei der abfallbeseitigung (KANE et al. 1959).
510r20 hat, was seine Brauchbarkeit als Indikator angeht,
EIE—ETEichen Eigenschaften wie normales Cr,0; (KANE- et al.
1959). Allerdings berichten UTIEY et al. (1970) iiber eine ge-
ringere Wiederauffindungsrate (87,2 %) von 51Cr203 gegeniiber
Cr203 (98 %). )

MAUTZ (1971) findet ca. 98 ‘s einer einzigen Dosis von 5lorca,
(Mittel aus mehreren Versuchen) in den Faeces wieder. ﬁﬁ?ﬁﬁ—z
Besprithen des Futters mit einer verdinnten Losung erreicht

er konstante Aktivitdten in den Faeces innerhalb eines Tages
(veim WeiBwedelhirsch).

1440¢ vesitzt nach FRANGOIS et al. (1968) und HUSTON u.

ELLIS (1968) sehr gute kigenschaften als Indikator, weil es
weitgehend an Futterbestandteile adsorbiert wird und sich
deshalb mit der gleichen Passagegeschwindigkeit wie die In-
gesta durch den Darmtrakt bewegt.

Ein weniger gebrduchlicher externer Indikator ist Eisen. bie
in der lberblickten literatur vorliegenden Berichte iiber
Wiederauffindungsraten von Eisen sind wenig gilinstig. So fan-
den DRUCE u. WILCOX (1949) nur 76 i des verfiitterten Indika-
tors wieder, andere Untersucher zwischen 82 % und 89 % (KNOTT
et al. 1936 und NMOORE u. WINTER 1934).
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In neuerer Zeit berichten zwar SAPARGALIEV u. DZiRKBASOV
(1969) iiber eine Wiederauffindungsrate von 96,31 %, aber
KLAPP (196%) gibt mit Recht zu bedenken, das Zisen auch
im Boden enthalten ist, und Verunreinigungen des Futters
nit Brde zu Fehlern fiihren.

Polysdthylenglykol (PEG) wird auch verschiedentlich als ex-
terner Indikator beschrieben. Er hdlt sich hauptsidchlich in
der wéssrigen Phase der Ingesta auf (CORBuTT et al. 1959),
verliist den Pansen-Hauben~Raum deshalb schneller als das
entsprechende Rauhfutter und ist fiir Verdaulichkeitsunter-
suchungen folglich nur beschrankt geeignet.
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Pflanzeninhaltsindikatoren

Silikate wurden erstmals von WILDT (1874) als Indikatoren

der Futterverdaulichkeit beniitzt.

Verdauungsversuche von JONES u., HANDRECK (1965) und
SAPARGALIEV u. DZARKBASOV (1969) an Schafen, bei denen Sili-
kate zu 99 % bzw. 94 % wiederaufgefunden wurden, sprechen fir
die 3ignung dieser Verbindungen als Indikatoren.

Da aber Si-Verbindungen im Erdboden sehr verbreitet sind,

sind besondere VorsichtsmaBregeln hinsichtlich einer schmutz-
freien Gewinnung von Futterproben zur Silikat-Bestimmung not-
wendig. Angesichts der Befunde von VAN DYNE u. LOFGREEN (1964)
daB sich im Verlauf einer Weideperiode mehrere kg Sand im Pan-
sen ansammeln kinnen, miissen "vollsténdige" Wiederauffindungs-
raten als gliickliche Zufédlle erscheinen.

In diesem Sinne diirfte auch das Urteil von STREETER (1969)

zu werten sein, der in einer Literaturiibersicht den Wert

von Silikaten als Indikatoren als "obskur" bezeichnet.

Uber die Verwendbarkeit von Lignin als interner Verdaulich-
keitsindikator gehen die Meinungen stark auseinander.

Nach FORBES u. GARRIGUS (1950 a) wurde die engste Korrela-
tion zwischen chemischer Zusammensetzung und Verdaulichkeit
der organischen Substanz mit Lignin erhalten. Uber Wieder-
auffindungsraten um 100 % berichten u.a. KANE et al. (1950),
KELLAWAY (1969), FORBES u. GARRIGUS (1948) und FORBES u.
GARRIGUS (1950 b).

VAN SOEST (1964) weist auf schwerwiegende Probleme bei der
Analyse hin. So sollen Temperaturen iiber 50 %, wie sie bei
den meisten der beschriebenen Analysenmethoden zur Trocknung
angewandt werden, zu Lignin-Analysenergebnissen fiihren, die
bis zu dreimal hoher als der urspriingliche Gehalt liegen.
Unbefriedigend niedrige wiederauffindungsraten fanden u.a.
ELAM u. DAVIS (1961), ELY et al. (1953) und LAUBE (1960).
RIDLEY et al. (1963) stellten sogar eine Scheinbare Verdau-
lichkeit des lignins von 47,5 % fest. Vermutlich liegt der
wesentliche Nachteil von Lignin als Verdaulichkeitsindikator
darin, daB es fiir wiederkduer je nach Art des vorhandenen
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Lignins, die in Abhdngigkeit der Pflanzenart verschieden

ist (GIESECKE 1972), mehr oder weniger verdaulich ist.
Solange ferner die entsprechend komplizierten Verhdltnisse
bei der Analyse ungeklédrt sind, ist einer anwendung von Lig-
nin als Verdaulichkeitsindikator kritisch zu begegnen.

In engem Zusammenhang mit der Lignin-Methode steht die Ver-
wendung von Methoxyl-Gruppen des Lignins als Indikator.

Sie hat gegeniiber der Lignin-lethode zwar den Vorteil, daB
eine chemisch definierte Gruppe erfal3t wird (RICHARDS u.

REID 1952), dagegen den entscheidenden Nachteil, dau aus
kleinen Analysenfehlern (die bei der iiblichen Analysenmethode
leicht eintreten konnen) erhebliche Fehler in der Verdaulich-
keitsberechnung resultieren, weil der Methoxyl-Gehalt ver-
schiedener Griinfutterarten in viel engeren Grenzen schwankt
als deren Scheinbare Verdaulichkeit (ANTHONY u. REID 1958).

REID et al. (19%0) stellten aus Grinfutter und der hiermit
gewichtsmédlig korrespondierenden Faecesmenge Acetonextrakte
(85 % Aceton + 15 % Wasser) her. Sie gingen von der Uberle-
gung aus, dafl bei gleicher Verdunnung der Extrakte solche
Pigmente, die quantitativ und qualitativ unverdndert die
Magen-Darm-Passage iiberstehen, in beiden Extraktsorten die
gleiche Konzentration haben sollten.

Ubertragen auf das spektrographische Verhalten der Pigment-
extrakte aus Griinfutter bzw. Faeces sollten Pigmente in
gleicher Konzentration Punkte mit gleicher Extinktion, soge-
nannte isosbestische Punkte, bilden. In diesen Punkten soll-
ten sich die in der Regel voneinander abweichenden Absorp-
tionskurven der konzentrationsgleichen laeces~ bzw. Grinfut-
teracetonextrakte schneiden.

In mehreren Versuchsreihen mit verschiedenen Grinfuttersor-
ten und Versuchstieren fanden die genannten autoren einen
solchen isosbestischen Funkt bei 406 nm.

Die so extrahierten Pigmente nannten.sie Chromogen(e). In 36
Yersuchen wurden durchschnittlich 100,5 % dieser Chromogene
im Kot wiederaufgefunden.



Univ. Bibl.

Minchen

- 22 -

Aus der Tatsache, daB sich in Versuchen mit den verschie-
densten Griinfuttermitteln konstant ein isosbestischer Punkt
bei 406 nm ergab, schlossen die Autoren, dais ein einzelnes
Chromogen fiir die Lichtabsorption in diesem Bereich verant-
wortlich sei.
Um quantitative Vergleiche zu ermsglichen, bzw. zu verein-
fachen, wurden Natriumchromatlosungen als Standard herange-
zogen. Dieses Verfahren erscheint unnstig umstiéndlich, da
solche Vergleiche auch durch direkten Bezug der Extinktion
auf die Gewichtseinheit der untersuchten lHaterialien (unter
Beriicksichtigung der Verdiinnung der Extrakte) moglich sind
(BRISSON u. HATINA 1957). STREETER (1969) ist sogar der Mei-
nung, dad der Bezug auf Chromatldsung (mit der darauf basie-
renden Quantifizierung in "units") ungenaue Ergebnisse bringt.
Es wurde bald festgestellt (SMART et al. 1953), daB es sich
bei "Chromogen" um eine ganze Reihe von Pigmenten handelt,
wobei Carotinoide bis 1/3 der Gesamtextinktion bei 406 nm
ausmachen. Im einzelnen wurden folgende Pigmente isoliert
(die Zahlen in Klammern geben jeweils den prozentualen Anteil
der einzelnen Pigmente an der Gesamtextinktion in Extrekten
aus Heu bzw. Schaf-Faeces an): Carotin (1,8 bazw. 2,7),
Lutein (11,7 bvzw. 15,3), Violaxanthin (7,1 bzw. 2,9), Chlo-
rophyll a (41,6 bzw. 11,9), Phaeophytin a (14,7 bzw. 44,5),
Phaeophytin b (16,8 bzw. 18,4) und nicht identifizierte Pig-
mente (6,1 bzw. 4,0).
DAVIDSON (1954), der ebenso die einzelnen Fraktionen des
Pigmentgemisches "Chromogen" untersuchte, kommt zu dem Ergeb-
nis, da8 bei allen von ihm untersuchten Fraktionen (Chloro-
phylle, Phaeophytine, Carotin und Xanthophyll) widhrend der
Magen-Darm-Passage Verluste auftreten, wobei die Verluste
bei gleicher Didt zwischen einzelnen Versuchstieren (Schafen)
schwanken. Im ganzen gesehen sollen diese Verluste aber durch
entstehende Ab- oder Umbauprodukte und durch neu hinzukom-
mende Pigmente (Sekretion, mikrobielle Neusynthese) ausge-
glichen werden, so daB sich die Extinktion der 85 w»igen Ace-
tonextrakte aus Futter und Faeces nur unerheblich unterschei-
den. DAVIDSON (1954) empfiehlt, vor der praktischen Durch-
fiihrung von Verdauungsversuchen in jedem Fall die geeignetste
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wWellenlénge zu ermitteln.

STEGER et al. (1962) befassen sich mit dem Phénomen, daB

das Maximum der BExtinktionskurve eines acetonischen Grasex-

traktes bei 430 nm, des Kotextraktes aber bei 413 nm liegt.

Sie stellen fest, dab diese Unterschiede auf Veridnderungen

des Chromogens im Pansen zuriickzufiihren sind und daB distal

vom Pansen keine weiteren Verschiebungen der =xtinktions-

kurve mehr aufireten.

Da durch eine Dampfbehandlung des frischen Griinfutters das
Extinktionsmaximum des Extraktes ebenfalls nach 413 nm riickt,
schlagen die Autoren vor, routinem#dBig diese Dampfbehandlung

vor der Chromogenanalyse von Griinfutter einzuschalten. Bei

derart vorbehandeltem Griinfutter fanden sie 92 % der verfiit-
terten Chromogene in den Faeces der Versuchstiere wieder, wih-

rend bei unbehandeltem uras die Wiederauffindungsrate (Messung

bei 413 nm) 115 % betrug.

Die Autoren (STEGER et al. 1962) stellten weiterhin einen S
wechselnden Chromogengehalt einzelner Faecesproben im Ver- i E
lauf eines Tages fest, der sich durch Sammlung mehrerer Pro-
ben im Abstand von jeweils 6 Stunden ausgleichen lie8. Dem- ) .
gegeniiber fanden WOOLFOLK et al. (1950) bei einzelnen Kot- T
proben zu verschiedenen Tageszeiten Chromogen-Konzentratio-

nen, die mit dem durchschnittlichen Gehalt des Kotes wih-

rend einer ganzen Versuchsperiode vergleichbar waren.

Weitere Widerspriichlichkeiten und Schwierigkeiten ergeben

sich aus den Befunden anderer Untersucher.

So berichtet TROELSEN (1961), daB die Extinktion extrahier-

ter Chromogene bei Lichtzutritt zunimmt (um 33 % in 15 Ta-

gen). Dagegen stellen STEGER et al. (1962) eine deutliche

Abnahme der Extinktion der Chromogenextrakte bei Lichtzu-

tritt fest.

SQUIBB et al. (1958) warnen davor, die Chromogenmethode un-

kritisch auf unbekannte Griinfuttersorten zu ilibertragen.

Jie Chromogen-Methode ("chromogen ratio method") ist offen-
sichtlich mit einigen Mangeln behaftet, die hauptsdchlich

auf der Heterogenitédt des Pigmentextraktes beruhen diirften.
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KANE u. JACOBSON (1954) machen daher den Vorschlag, die BEx-
trakte aus Griinfutter mit gesdttigter Oxalsiure zu behandeln.
Dadurch sollen (#dhnlich wie bei der Dampfbehandlung von STE-
GER et al. 1962) die Verdnderungen, denen Chlorophyll im Ma-
gen-Darm-Trakt unterworfen ist (Umwandlung zu Yhaeophytin
mit entsprechender Wanderung des Extinktionsmaximums von

435 nm nach 415 nm), in vitro vorverlegt werden, um bessere
Vergleichsmoglichkeiten zu schaffen.

Einen anderen Weg gehen SMART et al. (1954). Sie behandeln
Futter- und Faecesextrakte mit einer sauren Kupferchlorid-
1losung zur Zerstorung der Carotinoide und Stabilisierung der
porphyrinhaltigen FPigmente.

SHEARZR (1963%) versucht, die Schwierigkeiten der spektro-
graphischen Analyse zu umgehen, indem er die sogenannten
Rohpigmente extrahiert, trocknet und wiegt.

Uvber den praktischen Wert der drei letztgenannten Verfahren
liegen kaum Erfahrungen vor. HARDISON et al. (1957) sind
nicht zufrieden mit der Methode von SMART et al. (19%4).

REID et al. weisen bereits im Jahre 1950 darauf hin, daB
die Faeces von Rindern auf der Weide hohere Chromogenkon-
zentrationen zeigten als die Paeces der mit demselben (ge-
mihten) Weidebewuchs gefiitterten Stalltiere. Die Unterschiede
diirften auf einer Putterselektion und Pigmentverlusten
zwischen Schnitt und Fitterung beruhen.

AuBerdem ist Chromogen aus Griinfutter schwieriger zu extra-
hieren als aus Faeces (REID et al. 1952). Aus diesen Griin-
den versuchen die Autoren, die Grinfutteranalyse zu umge-
hen. Sie bestimmten in konventionellen Verdauungsversuchen
mit verschiedenen Griinfutterarten die Tr.S.-aufnahme (w)
und Tr.S.-Ausscheidung (x) von Wiederkzuern, auBerdem die
Chromogenkonzentration in der Kot-Tr.S. (y). Hieraus lieB
sich =~ eine 100 %ige Wiederauffindungsrate des Chromogens
vorausgesetzt - die Chromogenkonzentration in verschie-
densten Griinfutterarten (2) riickrechnen (z = yx/w).

Aus einer Vielzahl von durchgefiihrten Untersuchungen ergab
sich die in abbildung 4 graphisch dargestellte Beziehung
zwischen Chromogengehalt in rFaeces und Chromogengehalt der
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verzehrten Grinfuttertrockensubstanz.

abb. 4: Beziehung zwischen Chromogengehalt der Faeces und
berechnetem Chromogengehalt des verzehrten Griin-
futters (nach REID et al. 1952)
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Ist demnach der Chromogengehalt in den Paeces (aufgrund
von Analysen) bekannt, ldBt sich der Chromogengehalt des
Grinfutters aus Abbildung 4 ablesen (bzw. aus der ange-
gebenen Gleichung errechnen) und in Gleichung (1) zur Be-
rechnung der Futter-Tr.S.-Verdaulichkeit einsetzen.
vemnach steht der Chromogengehalt eines Grinfutters in
einem bestimmten Verhiéltnis zu seiner Scheinbaren Verdau-
lichkeit (REIV et al. 1952). Daher miiste auch der umge-
kehrte Weg gangbar sein (die ordnungsgemiB quantitative
Chromogehbestimmung im Grinfutter vorausgesetzt), aus der
Chromogenanalyse einer représentativen Grinfutterprobe und
der aus Abbildung 4 abgelesenen dazugehdrigen Chromogen-
konzentration in den Faeces die Verdaulichkeit der Futter-
Tr.5. gemdB Gleichung (1) (V = 100 - ;QQ_%;E) zu berech-
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nen; eine Chromogenkonzentration in der Futter-Tr.S. von

150 kinheiten/g korrespondiert mit einem Faeceschromogen-
gehalt von (ca.) 400 Einheiten/g, woraus sich entsprechend
Gleichung (1) die Tr.S.-Verdaulichkeit eines solchen Grin-
futters zu 100 -~ 1921%6l29 = 62,5 % berechnet.

viese Methode ("fecal chromogen method") kann jedoch nicht
ohne Einschrinkung verwendet werden, da Chromogengehalt und
Scheinbare Verdaulichkeit eines Griinfutters doch in einem
gewissen MaBe voneinander unabhéngig zu sein scheinen.
PIATKOWSKI et al. (1962 b) fanden némlich, daf im Laufe ei-
ner Vegetationsperiode Chromogengehalt und experimentell er-
mittelte Scheinbare Verdaulichkeit in drei von acht Fdllen
gegenldufige Tendenz zeigten.

GREENHALGH u. CORBETT (1960) stellen fest, dah spdtere Auf-
wiichse von Griinfutter bei gleicher Verdaulichkeit betracht-
lich mehr Chromogen enthielten als der erste Aufwuchs. Sie
sahen sich gezwungen, zwei verschiedene Regressionsgleichun-
gen fur erste und nachfolgende Aufwiichse anzugeben.

Berichte iiber praktische Anwendungen dieser Methode sind
widerspriichlich.

MARTEN u. JORDAN (1967) berichten, daB das Verfahren bei
Alfalfa geringere Verdaulichkeiten ergab als bei Gridsern

(bei vergleichbarer konventionell ermittelter Scheinbarer
Verdaulichkeit).

BRANNON et al. (1954) sind sehr zufrieden mit den krgeb-
nissen, die sie mit der Kombination von Chromoxid und

"fecal chromogen" erzielten.

KANE et al. (19%3) fanden in einem konventionellen Verdauungs-
versuch 129 % der verfiitterten Chromogene in den Faeces wie-~
der. Sie meinen, diese "recovery errors" durch die anwendung
der "fecal chromogen method" von REID et al. (1952) umgehen
zu konnen. Diese Ansicht ist insofern irrig, als die genann-~
te Methode auf der Annahme basiert, daws die Wiederauffindungs-
rate der Chromogene 100 % betridgt. Werden in einem konven-
tionellen Verdauungsversuch (bei dem selektives Fressen nicht
ins Gewicht f#llt) 129 ;5 der verfiitterten Chromogene im Kot
wiederaufgefunden, handelt es sich nicht um "recovery errors",
sondern entweder um Analysenfehler (z.B. unvollsténdige Ex-
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traktion des Griinfutters) oder um eine durch Verschiebung
der absorptionskurve des PFaeces-Extraktes bedingte erhohte
Extinktion bei der gemessenen Wellenlénge (z.B. GREENHALGH
u. CORBETT 1960).

Den Stickstoff-(N-)Gehalt in den Faeces versuchten u.a.
GALLUP u. BRIGGS (1948) und LANCASTER (1949) als Indikator
fiir Verdaulichkeitsbestimmungen zu verwenden. Die Methode
beruht auf der Beobachtung, dai bei Fiitterung von Heu nit
unterschiedlichenm Proteingehalt (ca. 3 bis 6 %) an Ochsen
die N-Ausscheidung in den Faeces relativ konstant bei 0,55 g
N pro 100 g Futter-Tr.S.-Aufnahme lag (GALLUP u. BRIGGS
1948). Auch bei Griinfiitterung wurde ein relativ konstanter
Wert von 0,83 g Faeces-~N pro 100 g organischer Futter~Tr.-
Substanz festgestellt (LANCASTER 1949).

Spdter stellten u.a. GREENHALGH et al. (1966) Regressions-
gleichungen auf, die die Scheinbare Verdaulichkeit der or-
ganischen Futtersubstanz mit der N-Konzentration der orga-
nischen Faecessubstanz verkniipfen.

Verschiedene Untersucher berichten iiber die Anwendung der
einen oder anderen "fecal nitrogen technique®.

FORBES (1949) und HOM3 u. BREIREM (19Y2) stellen Schwankun-
gen in der absoluten Menge an (in den Paeces) ausgeschiede-~
nem Stickstoff fest, nachdem bei konstanter Tr.S.-Zufuhr
der Proteingehalt des Futters ge&dndert worden war.

WOOLFOLK et al. (1950) konnten aufgrund hoher Schwankungen
der N-ausscheidung keine Korrelation zwischen N-Ausschei-
dung (in Faeces) und Hohe der K-Zufuhr feststellen.
Verschiedene Regressionsgleichungen fiir erste und spédtere
aufwiichse von Grinfutter muiiten von GREENHALGH u. CORBETT
(1960) aufgestellt werden.

GREENHALGH et al. (1960) stellen signifikante Einfliisse der
Jahreszeit und der Diingung auf die ermittelten Regressionen
fest. LAMBOURNE u. REARDON (1962) fiihren diese Unterschiede
auf das sich &dndernde Verhdltnis von Blédttern zu Stengeln
zuriick. Ihre Versuchsergebnisse scheinen anzudeuten, daB
Bldtter und Stengel verschiedene Verdaulichkeiten und dem-
entsprechend differierende "fecal index regressions" haben.
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MASON (1969) untersucht die Herkunft des faekalen Stick-
stoffs. Je nach Zusammensetzung der Ration stammen zwischen
71,7 und 96,8 % des im Kot gefundenen Stickstoffs nicht aus
der Nahrung (non-dietary faecal nitrogen, NDFN). Jen grosten
Anteil an diesem NDFN stellt der Stickstoff aus Bakterien
und "endogenem Zerfall". Die absolute Menge NDFN pro Gewichts-
einheit aufgenommener Tr.S. oder verdaulicher Tr.S. &ndert
sich mit der Zusammensetzung der Ration.

Zu den bisher aufgezihlten Schwierigkeiten dieser Methode
kommt hinzu, daid auch hier das selektive Grasen der Weide-
tiere eine Fehlerquelle darstellt. Denn die benutzten Re-
gressionsgleichungen werden aufgrund von konventionellen
Verdauungsversuchen aufgestellt, deren Ergebnisse nur be-
grenzt auf die Verhdltnisse bei Weidegang iibertragbar sind
(PEARCE et al. 1962).

Eine ausfiihrliche Darstellung und Kritik der Methode gibt
STREETER (1969).
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Eigene Untersuchungen

In Versuchen an kleiner und groBen Wiederkiuern haben wir
die Eignung von Carotin und Xanthophyll als Verdaulichkeits-
indikatoren gepriift.

Obgleich es sich um eine ganze Gruppe sauerstorfhaltiger
Carotinoide handelt, die bei der von uns verwendeten Ana-
lysenmethode erfadt werden, in der zwar bei Weidegrisern

das 1,4 - Dihydroxy -ol- Carotin (= Lutein = "Blattxantho-
phyll") iiberwiegt, verwenden wir nachstehend "Xanthophyll"
stets in der Einzahl. Auch der beniitzte Ausdruck "Carotin”
ist ein Sammelbegriff, der die Gesamtheit der sauerstoff-
freien Kohlenwasserstoff-Carotinoide beschreibt, bei denen
allerdings das B-Carotin in Weidepflanzen mengennidBig domi-
niert. )
Xanthophylle schienen uns als Verdaulichkeitsindikator beim
Wiederkiauer besonders geeignet zu sein. Es handelt sich um
eine iw urinfutter weit vernreitete Picmentgruppe, dic sich
auch in der Routineanalytik lei~ht erfassen laust. Zudem re-
sorbiert das Rind nur einen winzigen anteil des mit der
pflanzlichen Nahrung aufgenommenen Xanthophylls. Jie gelb-
liche farbe des Blutserums und des Korperfetts von Rindern
ist ausschlieBlich durch Carotine (hauptsichlich B-Carotin)
bedingt.

Schafe, deren Blutserum und Fett farblos sind, scheinen nicht
einmal Spuren von Xanthophyll oder Carotin speichern zu kon-
nen.

Wir untersuchten folglich die Wiederauffindungsrate des Xan-
thophylls zuerst am kleinen Wiederkduer. Zugleich wurde die
Wiederauffindungsrate des Carotins miterfast, dessen Restim-
mung im selben analysengang anfdllt. Die Verwertung des Caro-
tins interessierte uns hesonders im Hinblick auf seine Pro-
vitamin-A-Wirksamkeit.
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Zur quantitativen Analyse der Pigmente wurde in den ersten
beiden Versuchen folgendes Verfahren (ANALYSENKO}MISSIUN
DER EWG, 1968) angewandt:

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode dient zur Bestimmung von Carotin und,/oder
Xanthophyll in Futtermitteln (und Faeces). Bei der Carotin-
Bestimmung werden neben 3-Carotin auch &~ und Yy -Carotin,
bel der Xanthophyll-Bestimmung werden alle sauerstoffhaltigen
Carotinoide summarisch erfagt.

2. Prinzip

"Trockenfutter werden mit Hexan-Aceton-Gemisch, frische
Futterpflanzen (und Paeces) mit Aceton bei Zimmertemperatur
erschopfend extrahiert und der Extrakt mit methanolischer
Kaliumhydroxidlosung zur Zerstérung der Chlorophylle kalt ver-
seift. Der zur Trockne eingeengte Extrakt wird in Petroldther
aufgenommen und an Aluminiumoxid zur aAuftrennung der Carotin-
und Xanthophyll-Fraktion chromatographiert. Das Eluat wird
spektrophotographisch gemessen.

3. Reagentien

1 Athanol, 96 v.H. (V/V)

2 Stickstoffgas gereinigt

3.3 Petroldther, Siedeintervall 30 bis 50 °c

3.4 Aluminjumoxid zur Chromatographie, standardisiert nach

BROOKMANN wird 8 Stunden bei 750 °C erhitzt, im Exsikka-
tor abgekiihlt und in braunen Flaschen aufbewahrt. Vor der
weiteren Verwendung zur Chromatographie werden 91 g mit

9 ml Wasser versetzt, kraftig geschiittelt und mindestens
12 Stunden in verschlossenen braunen Schliffflaschen
aufbewahrt.

3.5 Natriumsulfat, p.a., wasserfrei

3.6 n-Hexan

3.7 Aceton

3.8 n-Hexan(3.6)-Aceton(3.7)-Mischung: 70/30 (V/V)

3.9 Methanolische KOH-Losung 40 v.H. (G/V), aus Methanol p.a.
3.10 Natriumsulfatlosung, gesdttigt, aus katriumsulfat (3.5)
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4. Geridte

4.1 Glasgeridte: Erlenmeyerkolben, Scheidetrichter, MeSpi-
petten, Melkolben, MeBzylinder mit Schliffstopfen
4.2 Wasserbad

4.3 Vakuum-Destillierapparat

4.4 Chromatographiesiulen aus Glas: Héhe 300 mm, innerer
Durchmesser 10 bis 15 mm

4.5 Spektralphotometer oder Pilterphotometer (450 nm)

4.6 Homogenisator :

4.7 Filtriernutsche, Porositit G 3

5. Verfahren
5.1 Vorbereitung der Probe

Sorgfdltig gezogene Durchschnittsproben von mindestens
500 g Gewicht werden nochmals grindlich gemischt und gegebe-
nenfalls fein gerkleinert (0,5 mm-Sieb) unter Beachtung aller
Vorsichtsmainahmen, um eine Zersetzung der Carotinoide wahrehd
der Zerkleinerung zu vermeiden. frieche Futterpflanzen werden
auf 5 mm mit dem Wiegemesser zerkleinert. Die GroSe der Ein-
waage richtet sich nach dem erwarteten Carotingehalt.

Trockengrinfutter 1,5 bis 3 g
Frische Futterpflanzen 10 g
Paeces 58

5.2 Vorbereitung des Extraktes

Trockengriinfutter: 1,5 bis 3 g des fein gerkleinerten
Probenmaterials werden in einem mit Schliffstopfen ver-
schlie8baren MeSzylinder mit 30 ml der Hexan-Aceton-Mischung
(3.8) versetzt und unter Stickstoff (3.2) iiber Nacht zur Ex-
traktion stehengelassen. Eine Stunde vor der Chromatographie
erfolgt ein Zusatz von 2 ml der methanolischen Kaliumhydroxid-
losung (3.9). Die Probe wird kridftig geschiittelt und eine
halbe Stunde im Dunkeln belassen. Es folgt ein Zusatz von
2 ml Wasser. Man schiittelt erneut und 1#8t absitzen. Dann
werden 70 ml Hexan (3.6) zugesetzt und damit das Volumen der
Hexan-Aceton-Mischung auf 100 ml eingestellt.
Bin aliquoter Teil wird im Vakuum bei 50 % Wassertemperatur
zur Trockne eingeengt und der Riickstand in 5 ml Petroldther
(3.3) aufgenommen.
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Frisches Pflanzenmaterial (bzw. Paeces): 10 g fein zer-
schnittenes Pflanzenmaterial (bzw. 5 g homogenisierte Faeces)
werden in einem Homogenisator dreimal mit je 50 ml'Aceton
(3.7) zerkleinert und extrahiert. Die Extrakte werden iiber
eine Nutsche G 3 abgesaugt, vereinigt und in einem 200 ml-
MeB8kolben bis zur Marke mit Aceton (3.7) aufgefiillt. 20 ml
der Losung werden in einem Scheidetrichter mit 0,5 ml metha-
nolischer Kaliumhydoxidlosung (3.9) versetzt und kraftlg ge-
schiittelt. Man l&ait eine halbe Stunde ruhen, fﬁgt 30 bis
40 ml Petroldather (3.3) hinzu und schiittelt kraftlg nm. Zur
Entfernung des Acetons und der methanolischen KOH-L®sung wird
die Losung dreimal mit 10 ml Wasser im Scheidetrichter ge-
waschen. AnschlieBend entfernt man Wasserspuren duréh zwei-
malige Widsche unter der gesdttigten Natriumsulfatlﬁsﬁng (3.10).
Man engt den Petroldtherextrakt bei 40 o Wasserbadtemperatur
in Vakuum auf 5 ml ein. '

5.% Chromatographie

Ein aliquoter Teil des Extraktes wird auf die gut mit Pe-
troldther (3.3) befeuchtete Aluminiumoxid(3.4)-Sdule (Hohe
150 mm) pipettiert, deren oberer Abschluf von 20 mm Natrium-
sulfat (3.5) gebildet wird. Unter schwachem Vakuum oder Uber-
druck wird die Tropfgeschwindigkeit der S#dule auf 2 bis 3
Tropfen/sek. einreguliert. Die Carotinfraktion wird im Durch-
laufchromatogramm erhalten. Dazu wéscht man die Sdule so lange
mit kleinen Petroléthermengen (3.3), bis die abtropfende
Fliissigkeit farblos erscheint.
Das Bluat wird in einer Vorlage aufgefangen und mlt Petrol-
dther (3.3) auf ein geeignetes Endvolumen aufgefiillt. Nach
Wechseln der Vorlage wird die Xanthophyllfraktion mit klei-
nen Mengen Athanol (3.1) aus der Sdule eluiert und mit
Athanol (3.1) auf ein geeignetes Endvolumen aufgefiillt.,

5.4 lessung der Extinktion .

Sie erfolgt in einem Spektralphotometer oder in einem
geeigneten Filterphotometer. :
Die Extinktion der Carotinfraktion wird gegen Petrolather
(3.3) bei 450 nm gemessen: .
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. ; 1% = 26¢
8- Carotin  E{" ) (400 pm) = 2000

Die Bxtinktio der Xanthophyllfraktion wird gegen athanol
(5.1) ebenfalls bei 450 nm gemessen:

1% -
Xanthopyll  EyTon (450 nm) = 2200

6. Beréghnmg der DLrgebnisse

Die Grouse der Einwaage und die Verdiinnungsverhiltnisse
im Anai§§éngmg werden sinngemdfs beriicksichtigt. Gehaltsan-
gaben fir B-(arotin und/oder Xanthophyll erfolgen in mg/kg
Trqckenﬂé’éée (ppm). Es ist deshalb die parallel durchzufiih-
rende Unferstchung und Angabe des Wassergehaltes notwendig.

Der mittlere Fehler (s) der Ergebnisse liegt fiir Carcotin-
und Xanthophillwerte in der Griienordnung von + 5 v.h. Bei
Pigmentkonzertrationen unter 4 ppm Carotin muB auch mit gro-
Beren Abyieiclungen gerechnet werden.

7. Bemerkungm

Wegen der Licht- und Oxidationsempfindlichkeit des Ca-
rotins ist d:e Analyse mdglichst schnell vorzunehmen.
Die Aufbewahrung der Proben sollte im Kiihlschrank erfolgen.
Frisches Pflinzenmaterial kann nur tiefgefroren gelagert
werden.
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Versuch I (Dez. 1968)

Ein ausgewachsener Hammel (63 kg Korpergewicht), der in ei-
nem Stoffwechselkéfig aufgestallt war, wurde in einem kon-
ventionellen Verdauungsversuch ausschlie8lich mit Grasgriin-
mehlpellets gefiittert. Dieses Futter wurde gewdhlt, um Ane-
lysenschwierigkeiten aufgrund von inhomogenen Pigmentkonzen-
trationen 2zu vermeiden, wie sie etwa bei Heufiitterung erwar-
tet werden konnen.

Der Kot wurde quantitativ in Plastik-Beuteln aufgefangen,
zweimal tédglich gesammelt, gewogen und homogenisiert. Aus
jedem homogenisierten Halbtageskot wurde eine aliquote Pro-
be entnommen und sofort der Pigmentanalyse zugefiihrt. Der
Rest wurde tiefgekiihlt (- 20 °C) aufbewahrt.

An eine 6-tidgige Vorperiode schloB3 sich eine 8-tigige Haupt-
versuchsperiode an.

Die Tagesration von 1331 g Tr.S. (£ 1500 g Grasgriinmehl-Friscl
substanz) blieb iiber Vor- und Hauptperiode konstant und wur-
de immer quantitativ aufgenommen. Sie wurde téglich zur
Hdlfte um 8.00 und 17.00 Uhr gefiittert.

Die Rohndhrstoffanalyse der Grasgriinmehlpellets ergab folgen-
de Werte:

Rohprotein 12,67 %
Rohfett 3,94 %
Rohasche 9,85 %
Rohfaser 23,39 %
Wasser 11,27 %
N-freie Extraktstoffe 38,88 %

Das Grasgrinmehl hatte eine Konzentration von 151,4 ppm
Carotin (im folgenden bezieht sich die Konzentrationsan-
gabe "ppm" immer auf Tr.S.) und 423 ppm Xanthophyll.

Jede Tagesration enthielt durchschnittlich 202 mg Carotin
und 564 mg Xanthophyll. v

In den Faeces wurde ein mittlerer Carotingehalt von 407,6
ppm und Xanthophyllgehalt von 1118,5 ppm analysiert. Dabei
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traten zwischen den einzelnen "Halbtageswerten" folgende
Schwankungen auf (Abbildung 5).

Abb. 5: Schwankungen der Carotin( )- und Xanthophyll(=--)-
Konzentration in den Paeces (in % der Mittelwerte)

Carotin Xantho
X (ppm) 408 1119
8% (s in % von X) + 11,1 + 6,2

Z X -~ Tage der Hauptperiode

Die Carotin- und Xanthophyllkonzentrationen in der Kottrok-
kensubstanz fielen vom ersten Versuchstag an kontinuierlich
ab, wdhrend die tdgliche kot-Tr.S5.-ausscheidung innerhalb
der Hauptversuchsperiode deutlich anstieg (Abbildung 6).

Abb. 6: Schwankungen in der tdglichen Kot-Tr.S.-ausschei-

dung (in % des Mittelwertes) wihrend der Hauptver-
suchsperiode
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Die gegenléufige Verdnderung beider MeBgroBen (Pigmentkon-
gentration und Kot-Tr.S.-Ausscheidung) scheint auf eine sich
wéhrend der Hauptperiode'einstellende Depression der Futter-
Tr.S.-Verdaulichkeit hingudeuten. Eine sich bereits im ersten
Drittel der Vorperiode klinisch abzeichnende Pansenacidose
mag hierfiir verantwortlich sein. Die tidgliche Futtermenge wur-
de zwar noch aufgenommen, aber der Appetit des Versuchstieres
war deutlich herabgesetzt. ‘

Wir vermuten, daB die Pellets beim Kauen bald in Griinmehl
zerfielen und die fein zermahlenen Grasteile keinen geniigen-
den Wiederkauanreiz boten, so daB es infolge herabgesetzten
Speichelflusses 2zu einem Mangel an pufferndem Natriumbikarbo-
nat kam.

Die Acidose konnte durch anfénglich intraruminale (via Pan-
senfistel), spdter orale Gaben von téglich 25 g NaHOO3 abge-
fangen werden, worauf sich die FreBlust wieder verbeaserte.
Die Pansentdtigkeit l1ieB jedoch nach, und Wiederkauen wurde
immer seltener beobachtet.

Die tdglich ausgeschiedenen Pigmentmengen wurden zur Berech-
nung der Wiederauffindungsraten den téglichen Einnahmen an
diesen Pigmenten gegeniibergestellt. Dabei ergab sich fiir Ca-
ratin eine durchschnittliche (bei téglich konstanter Pigment-
gufuhr, wie in diesem Versuch, ist der Mittelwert aus den
Wiederauffindungsraten der einzelnen Versuchstage identisch
mit der Wiederauffindungsrate fiir den ganzen Versuch) Wieder-
auffindungsrate von 99,5 % und fiir Xanthophyll von 98,1 %.

(WM%%M)
Absolute Menge Carotin bzw. Xanthophyll im Futter

Die iiber quantitative Kotsammlung ermittelte Scheinbare Ver-
daulichkeit der Futter-Tr.S. fiir die einzelnen Tage sank

im Verlauf der Hauptperiode unregelmdBig von 68,3 bis auf
55,3 %. Die mittlere Scheinbare Verdaulichkeit wéhrend der
Hauptperiode betrug 62,6 %.

Bei Verwendung von Carotin bzw. Xanthophyll als Verdaulich-
keitsindikatoren errechnete sich eine mittlere Scheinbare
Verdaulichkeit von 62,4 bzw. 62,0 %.
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Versuch II (Jan./Feb. 1969)

Nach den iberraschend guten Wiederauffindungsraten von Ca-
rotin und Xanthophyll beim Hammel wurde mit derselben Char-
ge Grasgriinmehlpellets ein analoger Verdauungsversuch am
Rind (Jungbulle, 185 kg) durchgefiihrt.

Um dem Modell des Doppelindikatorversuchs ndher zu kommen,
wurde Chromoxid in einer Konzentration von 0,318 % homogen
in das Grasgrinmehl eingemischt. Wir bevorzugten die Einmi-
schung des Chromoxids gegeniiber der iiblichen einmaligen oder
zweimaligen peroralen Cr203-Gabe (in Porm einer Gelatinekap-
sel), weil auf diese Weise die homogene Verteilung des Chrom-
oxids in den Ingesta eher gewidhrleistet schien.

Ein Anteil von 2 % Natriumbikarbonat in den Pellets wurde
vorbeugend zur Verhinderung der in Versuch I beschriebenen
Pansenacidose eingemischt. Die fiir den Versuch bendtigte
Menge Pellets muBte zur Einmischung des Chromoxids und des
Natriumbikarbonats zerkleinert und nach griindlicher Durch-
mischung erneut pelletiert werden. Die beim Pelletiervorgang
auftretende Hitze (ca. 65 °C) ist vermutlich auch (neben der
Lagerungszeit zwischen Versuch I und Versuch II) mit verant-
wortlich fiir den geringeren Pigmentgehalt der Pellets in
‘diesem Versuch von durchschnittlich 93 ppm Carotin und 336
ppm Xanthophyll.

Der Kot wurde wie in Versuch I beschrieben gesammelt und wei-
ter behandelt.

Der Versuch erstreckte sich iiber eine je 10 Tage widhrende
Vor- und Hauptperiode.

Die tigliche Putter-Tr.S.-Menge betrug 2730 g und wurde in
zwel Hilften um 7.00 und 17.00 Uhr gefiittert und immer quan-
titativ aufgenommen.

Die tdgliche Zufuhr an Indikatoren betrug

Chromoxid 8,68 g
Xanthophyll 918 mg
Carotin 254 mg
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Zur juantitativen Bestimmung von Chromoxid wurde in diesem
Versuch die Methode von KIMURA u. MILLER (1957) benutzt
(Prinzip: Nasse Veraschung der organischen Substanz mit
konz, Salpetersdure, Oxidation von Cr203 mit Perchlorsiure;
Messung der Extinktion bei 440 nm gegen Wasser; Vergleich
mit einer Eichkurve aus Kaliumdichromat).

Der Carotin-, Xanthouphyll-~ und Chromoxidgehalt der einzelnen
"Halbtages-Faeces"-Proben wich nur geringfiigig von der errech-
neten durchschnittlichen Konzentration ab (Abbildungen 7 und
8).

Abb. 7: Schwankungen der Carotin(—)- und Xanthophyll(---)-
Konzentration in den PFaeces (in % der Mittelwerte)
10
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Abb. 8: Schwankungen der Chromoxidkonzentration in den

Faeces (in % des Mittelwertes)

Tage der Haupt-
periode
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Die durchschnittlichen Indikatorkonzentrationen in der Kot-
Tr.S. betrugen 190 ppm Carotin, 667 ppm Xanthophyll und
0,649 % Chromoxid.

Carotin wurde im NMittel zu 95,9 %, Xanthophyll zu 93,9 %
und Chromoxid zu 95,6 % wiederaufgefunden (Berechnung wis
in Versuch I beschrieben).

Tabelle 2 zeigt einen Vergleich der liber die Indikatoren
Carotin und Xanthophyll (nach Gleichung 1) errechneten
3cheinbaren Verdaulichkeit der Futter-Tr.S. an den einzel-
nen Versuchstagen mit der konventionell bestimmten Schein-

baren Verdaulichkeit 100 x Kot-Tr.S.
(200 - “uiter-tr.5.)-

Durch die homogene :inmischung konnte in diesem Versuch auch
Cr203 zur Errechnung der Scneinbaren Verdaulichkeit herange-
zogen werden. Tabelle 3 vergleicht die iiber Cr203 errechne-
ten Werte mit den konventionell bestimmten.

Bs ist erwdhnenswert, daB die iliber die Indikatoren errechneten
Werte geringeren Tagesschwankungen unterworfen sind als die
iilber quantitative Kotsammlung ermittelten. Der Grund ist darin
zu suchen, daB die konventionelle Bestimmung der Scheinbaren
Verdaulichkeit in groisem Made von zufdlligen UnregelmdBigkei-
ten in der Kotausscheidung beeinflui(t wird, wenn sich die
Kotsammlung iiber eine relativ kurze Feriode erstreckt (vgl.
S. 18 oben). Das ist mit ein Grund dafiir, weshaldb Verdauungs-
versuche iiber mindestens 10 Tage angesetzt werden.

Bei anwendung der Doppelindikatormethode jedoch dient die
Chromoxidkonzentration in der Kot-Tr.S. dazu, die tdgliche
Ausscheidung an Faeces-Trockenmasse zu berechnen (Gleichung
2). Tabelle 4 zeigt einen Vergleich der iber Cr203 errechne-
ten tdglichen Kot-Tr.S.-Menge mit der tatsdcl’ ich gewogenen
Menge.

Der letzte Schritt der Doppelindikatormethode ist die indi-
rekte Berechnung der tdglichen Futter-Tr.S5.-Aufnahme.
Tabelle Y zeigt einen Vergleich der iiber die Kombinationen
Carotin + Cr203 und Xanthophyll + Cr203 berechneten tégli-
chen Putter-Tr.3.-Mengen (tatsiéchliche Menge 2730 g). AuBier-
dem wird die prozentuale Abweichung der errechneten Werte
vom tatsdchlichen aufgefiihrt.
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Tab. 2: Vergleich der iiber die Indikatoren Carotin und Xan-
thophyll errechneten Sch. Verdaul. von Grasgriinmehl-
pellets mit der konventionell (iiber quantitative Kot-

sammlung) bestimmten Sch. Verdaul.

Versuchstag
(29.1. - 7.2.)

W O30V s N

-
o

X

e% + 3,83

Sch. Verdaul.
via Carotin
(in %)

53,8
51,2
51,7
51,1
50,8
49,7
51,3
52,7
46,5

52,1

51,1

Sch. Verdaul.
via Xantho.

(in %)

51,3
49,6
50,5
47,5
48,4
48,5
51,2
51,3
47,0

' 50,6

4

49,6
3,29

Konvention.
Sch. Verdaul.
(in %)

53,5

52,8

55,7

53,9

52,5

48,5

51,0

60,8

54,6

Tab. 3: Vergleich der iiber Chromoxid errechneten Schein-
baren Verdaulichkeit mit der konventionell bestimm-~

ten Sch.

Versuchstag
(29.1. - 7.2.)

W O~ O WS N

[
(=

Verdaul.

Sch. Verdaul.

s 5
51,6
53,8
53,0
53,4
50,8
47,6
50,8
49,5
48,17

Konv
Sch.

ention.
Verdaul.

(in %

53,5
52,8
55,7
53,9
52,5
48,5
51,0
60,8
54,6
48,0
53,1
+ 6,9

2
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Tab. 4: Vergleich der iiber Cr,0; errechneten téglichen Kot-
Tr.S.-Menge mit der ggwggenen téglichen Kot-Tr.S.-

Menge
Versuchstag Kot-Tr.S. Kot-Tr.S. Differenz

(29.1. - 7.2.) via Cry04 ewogen (in %)

(in g) in g)
1 1320,5 1269,1 + 4,1
2 1262,1 1287,2 - 2,0
3 1281,9 1209,0 + 6,0
4 1273,0 1257,9 + 1,2
5 1343,4 1298,2 + 3,5
6 1429,9 1406,0 + 1,7
Vi 1343,5 1339,2 + 0,3
8 1381,3 1069,0 + 29,2
9 1400,7 1240,7 + 12,9
10 1369,2 1419,6 -_3,6
X 1340,6 1279,6 + 5,3

s® + 4,4 + 1,9

Tab. 5: Vergleich der iiber Carotin + Chromoxid (C + Cr,0;)
bzw. Xanthophyll + Chromoxid (X + Cr,0;) errecfi-
neten tiéglichen Futter-Tr,.S.-Mengen ana deren pro-
zentuale Abweichung (%Aw.) vom tatsidchlichen Wert

(2730 g)

Versuchstag Futter-Tr.S. %Aw. PFutter-Tr.S. RAw,

(29.1. - 7.2.) via C+ Cr,05 via X + Cr203

(in g) (in g)

1 2860 + 4,8 2711 - 0,7
2 2585 - 5,4 2504 - 8,3
3 2652 - 2,9 2590 - 5,2
4 2604 - 4,5 2425 - 11,1
5 2730 + 0,0 2603 - 4,6
6 2843 + 4,1 2774 + 1,6
7 2756 + 0,9 2750 + 0,7
8 2920 + 6,9 2835 + 3,8
9 2620 - 4,0 2644 - 3,2
10 2859 + 4,7 2770 + 1.5
X 2743 +0,5 2661 - 2,5

8% :4’5 14)9
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Beide Kombinationen erweisen sich als in hohem MaBe geeig-
net, wobel die Kombination Carotin + Chromoxid den Vorseil
der gleichen Wiederauffindungsrate hat und somit (wie auf
S. 12 dargestellt wurde) zur richtigen Berechnung der Put-
ter-Tr.S.-Aufnahme fiihrt.
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Versuch III (Sept. 1969)

Beginnend mit diesem Versuch wurden Carotin und Xanthophyll
nach dem folgenden Analysenverfahren (ANALYSENKOMMISSION DER
EWG, 1968) guantitativ bestimmt:

1. Zweck und Anwendungsbereich
(Wie auf S, 30 beschrieben.)

2. Prinzip

Das Probenmaterial wird mit &thanolischer Kaliumhydroxid-
16sung hydrolisiert und mit Didthylather extrahiert. Der Ex-~
trakt wird mit Wasser gewaschen, zur Trockne eingeengt, in
Petroldther aufgenommen und an Aluminiumoxid zur Auftrennung
der Carotin- und Xanthophyllfraktion chromatographiert. Das
Bluat wird spektrophotographisch gemessen.

3. Reagentien

3.1 bis 3.5 wie auf S. 30 beschrieben

3.6 Athanolische Kaliumhydroxidlésung 10 v.H. (G/V) aus
Athanol 96 v.H. (3.1)

3.7 Didthyldther, puriss., wird zur Entfernung der Peroxide
iiber einen alkalischen Eisen-II-Sulfatlésung (500 ml
Eisen-II-Sulfatlésung 10 v.H. (G/V) + 500 ml Kaliumhydro-
xidlésung 5 v.H. (G/V) fiir 10 kg Didthyldther) unter wie-
derholtem Umschiitteln gelagert. Vor Gebrauch wird der Di-

dthyldther mit Wasser ausgeschiittelt und iiber KOH (in rotu-

1is) oder metallischem Natrium destilliert. Aufbewahren
iiber Natriumsulfat (3.5). - :

3.8 Seesand, mit Salzsidure gereinigt, oder Quarz in Pulver-
form

3.9 Kaliumhydroxidlésung 0,5 v.H. (G/V)

3,10 Athanolische Phenolphthaleinlssung 0,5 v.H. (G/V) aus
Athanol 96 v.H. (3.1)

3.11 Athanol, absolutus

3.12 Benzol, p.a., kristallisierbar

3,13 Benzol(3.12)-Athanol(3.11)-Mischung: 1:1 in Vol.
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4, Gerdte

4.1 Glasgerdte: Erlenmeyer-Kolben, Scheidetrichter, MeB8pi-
petten, MeBkolben, MeBzylinder mit Schliffstopfen

4.2 Morser

4.3 Wasserbad

4.4 Vakuum-Destillierapparat

4.5 Chromatographiesdulen aus Glas: Hohe 300 mm, innerer Durch-

messer 10 bis 15 mm

4.6 Spektralphotometer oder Filterphotometer

5. Verfahren
5.1 Vorbereitung der Probe (wie auf S. 31 beschrieben)
5.2 Vorbereitung des Bxtraktes

Die Probe wird mit 30 bis 80 ml {abhingig von der Einwaa-
ge) &thanolischer Kaliumhydroxidlssung.(3.6) 30 Minuten lang
bei 70 bis 80 °C Wasserbadtemperatur am Riickflusskiihler unter
Stickstoffatmosphére (3.2) hydrolysiert und anschlieBSend un-
ter der Wasserleitung abgekiihlt. 100 ml Di&thyldather (3.7)
werden in die Seifenldsung gegeben. Die Probe wird kréftig ge-
schiittelt und die Atherseifenlosung vom festen Probenriickstand
in einen Scheidetrichter dekantiert. Zur quantitativen Erfas-
sung der Xanthophylle wird der Probenriickstand in einem Morser
unter Verreiben mit Seesand (3.8) mehrfach mit kleinen Didthyl-
dthermengen (3.7) erschopfend extrahiert, und die Atherextrak-
te werden mit der Atherseifenlésung im Scheidetrichter verei-
nigt. Danach wird die Ktherseifenldsung im Scheidetrichter mit
100 ml Wasser gewaschen und die sich abscheidende &thanolisch-
waBrige Phase abgetrennt. Die dthanolisch-wédBrige Phase wird
ihrerseits noch einmal mit 100 ml Didthylédther (3.7) extrahiert,
und die Atherextrakte werden erneut vereinigt. Der Atherextrakt
wird nacheinander mit 100 ml Kaliumhydroxidlésung (3.9) und
dann mehrmals mit je 50 ml Wasser bis zur Alkalifreiheit
(Phenolphthalein(3.10)-Probe) gewaschen. AnschlieBend wird
der Atherextrakt oder ein aliquoter Teil davon im Wasserbad
bei 40 °C im Vakuum zur Trockne eingeengt. Wasserspuren wer-
den mit 10 ml der Benzol-Athanol-Mischung (3.13) im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wird schnell in wenig Petrolédther (3.3)
aufgenommen und auf ein geeignetes Endvolumen gebracht.
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5.3 Chromatographie,

5.4 Messung der Extinktion,

. 6. Berechnung der _rgebnisse und

7. Bemerkungen wie auf 3. 32 f beschrieben

Zur quantitativen Bestimmung von Chromoxid wurde in diesem
Versuch die von FrTKY u. RAPP (1971) ausgearbeitete Methode
benutzt.

1. Prinzip

Mit Hilfe eines Oxidationsgemisches aus Schwefelsdure und
Perchlorsdure wird die organische Substanz verascht und Chrom-
oxid oxidiert. Das entstandene Chromat wird als Monochromat
in alkalischer Losung bei 370 nm photometrisch bestimmt.

2. Reagentien

2.1 Chrom-JIII-oxid Cr203, wasserfrei, 99 v.H.
2.2 Perchlorsdure p.a., etwa 70 v.H.

2.3 Schwefelsdure p.a., 9% bis 97 v.H.

2.4 Natronlauge p.a., mindestens 32 v.H.

2.5 Natriummolybdat N82M004x 2 H20 p.a.

2.6 Natronlauge 0,1 N

3. ierstellung des Oxidationsgemisches nach BOLIN et al. (1952)
Zu einer Losung von 10 g Na-liolybdat (2.5) in 150 ml

Aqua dest. werden vorsichtig 150 ml konzentrierte Schwefel-

sdure (2.3) gegeben. Nach Erkalten werden 200 ml Perchlorsiu-

re (2.2) hinzugefiigt und umgeschiittelt.,

4. Aufschlu8 der Analysenprobe

Etwa 0,5 g des fein gemahlenen Untersuchungsmaterials
werden zusammen it 5 ml Oxidationsgemisch in einem 100 ml-
Kjeldahl-Kolben unter dem Ferchlorsdureabzug auf einem Mikro-
brenner erhitzt. Die entweichenden Perchlorssduredémpfe werden
iilber ein Abzugsrohr durch eine Wasserstrahlpumpe abgesaugt.
Nach etwa 5 Minuten Siedehitze erfolgt die Oxidation zu Chro-
mat, die an dem Farbumschlag von grin nach orangerot zu er-
kennen ist. Die klare Losung wird nach Erkalten mit 2 ml Per-
chlorssure (2.2) versetzt und nochmals % Minuten erhitzt. Die
abgekiihlte, stark saure Losung wird mit wenig Aqua dest ver-
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diinnt und schlieBlich mit 25 ml 32 %iger Natronlauge (2.4)
unter Kiihlung alkalisiert. Der sich abscheidende Nieder-
schlag von Silikaten (Adsorption von Chromat!) wird 10 Mi-
nuten lang bei 3500 U/min. abzentrifugiert und zweimal mit
etwa 5 ml 32 %iger Natronlauge (2.4) ausgewaschen. Die klaren,
grinlich-gelben Uberstinde werden gesammelt und vereint in ei-
nem 100 ml-MeBkolben bis zur Marke mit 0,1 N Natronlauge (2.6)
aufgefiillt.

5. Photometrische Bestimmung

Zur photometrischen Messung wir die so erhaltene Mono-
chromatldsung mit 0,1 N Natronlauge (2.6) auf eine chrom-~
dquivalente Konzentration von 2 bis 10 mg Cr203/Liter ver-
diinnt. Die Bxtinktionsermittlung erfolgt in einer Glaskiivette
(d = 10 mm) gegen Aqua dest. bei 370 nm mit Hilfe eines Spek-
tralphotometers. Der Farbkomplex in der Ldésung ist bei Zimmer-
temperatur mindestens drei Tage optisch stabil.

6. Berechnung der Konzentration
Es gilt folgende Gleichung&

meg Cr203/ml MeBlésung = 15,587 x Extinktion
(d.h., Ei gm (370 nm) = 641,56 , bezogen auf Cr203!),

wobei naturgemdf die Verdiinnung der Analysenprobe zur MeB-
18sung noch bveriicksichtigt werden mus.
Der mittlere Analysenfehler liegt bei + 1,58 %.

7. Bemerkungen

Da in den oben genannten Paktor von 15,587 alle subjek-
tiven Fehler eingehen, mu8 er von jedem Untersucher neu be-
stimmt werden (PETRY, 1972). Er betrug bei unseren Untersu-
¢hungen 15,457 .
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Mit Versuch III war ein weiterer sSchritt in Ann#dherung auf

die Verhdltnisse bei vWeldegang beabsichtigt. Dazu wurde tig-
lich um 6.0C Uhr geschnittenes Weidegras an einen Jungbullen
("Rind 1", 190 kg, und an ein Jungrind {"Rind 2", 260 kg) in
tdglich anndhernd konstsnter Menge verfilittert. Beide Versuchs-
tiere erhielten zusidtzlich (jeweils zur Halfte um 7.00 und
17.00 Uhr) t#;lich insgesamt 11,88 g Chromoxid (12,00 g

Cr, 205 99 v.H.), das in Gelatinekapseln iiber einen PVC-Schlauch
in den Pansen gespiilt wurde.

‘Die Versuchszeit gliederte sich in eine 12-tigige Vorperiode
und anschlielende 10-tégige Hauptperiode.

Die Faeces wurden bei dem mannlichen Tier mit Hilfe einér
selbstkonstruierten Kotschiirze in einer Wanne quantitativ>
gesammelt, tédglich gewogen und homogenisiert; ein aliquoter
Teil wurde zur rigment-, Chromoxid- und Tr.S.-Bestimmung ent-
nommen. tine geniigend groBe Probe wurde tiefgekiihlt aufbewahrt.
-Der Kot des weiblichen Versuchstieres wurde nicht quantitgtiv
gesammelt, sonaern es wurde lediglich eine tdglich frisch aus
dem rekium entnommene Faecesprobe untersucht.

Die Verwendung von frischem wWeidegras fiihrte zu der Schwierig-
-keit, die tédglich gefutterte Menge an Trockensubstanz konstant
zu halten. Wir gingen dabei so vor, dah den Versuchstieren anm
Morgen eine bestimmte Menge an Griinfutter-Frischsubstanz zuge~

messen wurde, deren Tr.S.-Gehalt aufgrund einer sofort anschlie-
Bend vorgenommenen Tr.S.-Bestimmung errechnet wurde. Die an
der t#dglichen So0ll-Tr.S.-Aufnahme fehlende Menge wurde bei der
Abendfitterung entsprechend zugeteilt.

In der Zeit zwischen Morgen- und Abendfiitterung lagerte das
weidegras in einem dunklen faum. lLagerungsverluste an Caroti-
noiden wurden in den ersten Versuchstagen iiberprift; sie fie-
len nicht ins Gewicht, wie aus Tabelle 6 zu ersehen ist.
Demgegeniiber traten bei frisch geschnittenem ¢rinfutter, das
fein zerkleinert wurde, bei Lagerung bei Zimmertemperatur und
unter Sauerstoffzutritt Carotinoidverluste in betriéchtlichem
AusmaB auf. Sie lagen z.B. im Fall des g-Carotins in homoge—
nisiertem Weiisklee bei 60 % des Ausgangswertes innerhald von

4 Stunden (LAST, Diss. in Vorbereitung). Bei gemzhtem Gras je-
doch sind die Verluste geringer, weil luftsauerstoff, der fiir
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die fermentativ katalysierte Oxidation der Carotinoide not-
wendig ist, nicht in dem AusmaB Zutritt zu den Chloroplasten
hat wie bei fein zerkleinertem Pflanzenmaterial.

Tab. 6: Carotin- und Xanthophyllgehalt (in ppm) in frisch
geschnittenem Weidegras bei 10-stiindiger Lagerung
(7.00 und 17.00 Uhr)

Datum 7.00 17.00

# Carotin # Xantho # Carotin # Xantho
4.9. 181,5 562,5 180,5 545
5.9. 208,5 604 227 638
6.9. 217,5 596,5 205 579,5
7.9. 245 743 250,5 753,5

Auerdem stellten HOFFMANN u. NEHRING (1967) fest, da8 zumin-
dest die Carotin-Verluste (bei der Girfutterzubereitung) mit
fortschreitender Vegetationsperiode abnehmen. Dieser Effekt
war schon im Juni deutlich bemerkbar, so da3 anzunehmen ist,
da8 dieser Paktor hier (September!) auch eine Rolle gespielt
hat.

Die tédgliche Putter-Tr.S.-Menge betrug 5,50 kg. Die Rohnéhr-
stoffanalyse des Weidegrases hatte folgendes Ergebnis:

In der In der

Frischsubstanz Tr.S.
Rohprotein 2,78 % 11,76 %
Rohfett 0,78 % 3,30 %
Rohfaser 6,77 % 28,63 %
Asche 2,35 % 9,94 %
Wasser 76,36 % -

N-freie Extr.st. 10,96 % 46,37 %
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Der Durchschnitt aus 65 Carotin- bzw. Xanthophyllbestimmun-
gen im frischen Weidegras betrug 199,5 ppm bzw. 559 ppm.
Die entsprechenden Tagesschwankungen sind in Abbildung 9
dargestellt.

Abb, 9: Tagesschwankungen (in % der Mittelwerte) der Caro-
tin(——)- und Xanthophyll(---)-Konzentration in
frischem Weidegras iiber einen Zeitraum von 21 Tagen

5 10 15 20

Carotin Xanthophyll
X 199,5 ppm (Tr.S.) 559 ppm (Tr.S.)
8% + 13,5 + 11,3

Auffallend ist die hohe prozentuale Abweichung der einzelnen
Tageswerte vom 3-Wochen-Mittelwert.

Das Maximum der Xanthophyllabsorptionskurve (in Athanol) lag
im Mittel bei 442,4 nm. Die bei 450.nm gemessene Extinktion
der Xanthophyllextrakte, die der quantitativen Berechnung von
Xanthophyll zugrundegelegt wurde (vgl. S. 45 bzw. 33), mach-
te durchschnittlich 90,0 % der Maximalextinktion aus.
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Die ligmentanalysen der Paeces erhrachten gegenuber den rolen
Schwankungen der Pigmentkonzentrationen im sruntrutter eine

deutliche Nivellierung der Konzentration

11)

Abb. 10: uschwankungen der Carotin-Konzentration (ir
Mittelwerte) in den Faeces
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Die entsprechenden Befunde bei der Chromoxidanalyse der -
Faeces sind in Abbildung 12 dargestellt.

Abb, 12: Schwankungen der Chromoxid-Konzentration (in %
der Mittelwerte) in den Faeces

Rind 1., Rind 2
10 101
4 T B T I el L
A-l ||| - l —
10 10
5 10 5 10
PRI U R T S VST VR W Y | SRV TSN W WY SHUSPE G S |
Tage der Hauptperiode Tage der Hauptperiode
x 0,523 % X 0,568 %
s% + 5,9 s% + 8,1

Bei Rind 2 lagen die Konzentrationen von Chromoxid, Carotin
und Xanthophyll in den Faeces hther als bei Rind 1; das
Xanthophyll : Carotin-Verhdltnis war dagegen das gleiche wie
bei Rind 1. Wir miissen daraus schlieBen; daB die Scheinbare
Verdaulichkeit des Weidegrases bei Rind 2 etwas héher lag
als bei Rind 1.

Bei der Berechnung der Wiederauffindungsraten der Indikato-
ren gingen wir so vor, daB8 die Aufnahme (g Paeces-Tr.S.,

mg Carotin, mg Xanthophyll, g Chromoxid) in der Zeit vom

8. bis 12. Vorversuchstag den entsprechenden Ausscheidungen
in der Zeit vom 1. bis 5. Hauptversuchstag gegeniibergestellt
wurde (1. Versuchshdlfte). In gleicher Weise wurden die vom
1. bis 5. Hauptversuchstag aufgenommenen Mengen mit den vom
6. bis 10. Hauptversuchstag ausgeschiedenen verglichen (2.
Versuchshiélfte). Zur Verdeutlichung dient Abbildung 13.
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Abb. 13: Schema zur Berechnung der Wiederauffindungsraten
der Indikatoren in Versuch III

Tage der

| Tage der
Vorperiode I Hauptperiode

Futter

Faeces

k- 4.-25. Sept. 1969

J
—

Schliefllich legten wir der Berechnung der Ergebnisse die
Aufnahmen vom 8. Vorversuchstag bis 5. Hauptversuchstag
und Ausscheidungen vom 1. bis 10. Hauptversuchstag zugrun-
de (vgl. Abbildung 13). Dieses Verfahren wurde gewihlt,
weil es im Hinblick auf die praktische Verwendung einer
Indikatormethode interessant ist festzustellen, ob kiirzere
Hauptversuchsperioden vergleichbare Ergebnisse liefern,
wenn auch die Ergebnisse eines solchen Vergleiches mit einer
gewissen Skepsis beurteilt werden miissen (vgl. S. 8).

Nach den ersten Wochen des Weidegangs sind die Tiere adap-~
tiert, und es kann auf eine Vorperiode verzichtet werden.

Die Ergebnisse des Versuches III sind in den Tabellen 7
bis 10 dargestellt.

Tab, 7: Wiederauffindungsraten der Indikatoren bei Rind 1 (in

1. Versuchs- 2. Versuchs- 1. + 2. Ver-
hélfte hélfte suchshdlfte
Carotin 90,5 89,2 89,8
Xanthophyll 76,6 13,5 75,0

Chromoxid 87,2 87,6 87,4
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Tab. 8: sghej;nbare Verdaulichkeit der Tr.S. (in %) bei
mna1 (R 1) und Rind 2 (R 2)

<. 1. Versuchs- 2. Versuchs- l. + 2. Ver-
Berechnet*" hidlfte hdlfte suchshélfte
liber FACR 1 R 2 R1 R 2 R1 R 2
Kot-Tr.8. 7 65,4 - 62,9 - 64,1 -
Carotin ' 61,8 63,3 58,5 60,9 60,1 62,1
Xanthophyll 54,8 57,1 49,7 52,0 52,2 54,5

Tab. 9: vll)vytz’fyx:é‘isch.rlaittliche tédgliche Faecestrockenmasse (in g)
bei 2ind 1 (R 1) und Rind 2 (R 2)

%+ 1le. Versuchs— 2. Versuchs- 1. + 2. Ver-
Bestimmt e hdlfte hdlfte suchshdlfte
tiber iR 1 R 2 R1 R 2 R1 R 2
' Wigung 1903 - 2041 - 1972 -
Chromoxid = 2225 2125 2386 2057 2302 2091

Tab. 10: Berschnete durchschnittliche tédgliche Futter-Tr.S.-
Menge (in g) bei Rind 1 (R 1) und Rind 2 (R 2)
" (Getiittert wurde 5.500 g pro Tag)

Brrechnet. 1. Versuchs- 2. Versuchs-~ 1. + 2. Ver-
iiber = . hédlfte halfte suchshédlfte
0r203 )

R1 R 2 R1 R 2 R1 R 2
Carotin - 5820 5790 5750 5260 5770 5519
Xanthophyll - 4920 4950 4740 4280 4820 4596

Die relgti¥®ute Genauigkeit der iber Carotin + Cr,05 errech-
neten Futter-I'r.S.-Menge erkldrt sich aus der oben (s. S. 12)
beschriebene? Tatsache, daB die Berechnung der Futter-Tr.S.-
Menge richtig ist, wenn beide verwendeten Indikatoren diesel-
be (oder amiihernd dieselbe) Wiederauffindungsrate haben, wo-
bei deren Hire belanglos ist.
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Anderungen im Absorptionsverhalten von Xanthophyll nach der
Darmpassage

Auffallend in diesem Versuch war eine deutliche Verschie-
bung der Absorptionskurve der Xanthophyllfraktion aus Fae-
ces in den langwelligeren MeBbereich. Das Maximum der Ab-
sorptionskurve des Faeces-Xanthophyllextraktes (in iAthanol)
lag bei 446,5 nm. Die Extinktion bei 450 nm betrug im Mittel
97,2 % der maximalen Extinktion (vgl. S. 49).

Es wurde folglich bei der Messung von Xanthophyll aus Faeces
ein groBerer Prozentsatz der tatsdchlich vorhandenen Pigmente
erfaBt als bei der Messung des Grasextraktes, da in beiden
Pdllen (gem#B Analysenvorschrift) die bei 450 nm gemessene
Extinktion der quantitativen Berechnung zugrundegelegt wurde.
Die Verschiebung des Absorptionsmaximums hat also eine
scheinbare Verbesserung der Wiederauffindungsrate zur Folge.

Die Absorptionskurven des Xanthophyllextraktes (in Athanol)
aus Weidegras bzw. Rinderfaeces sind in Abbildung 14 dar-
gestellt. Das Verhdltnis der Extinktion des Paeces-Xantho-
phylls bei 450 nm zur Extinktion des Weidegras-Xanthophylls
bei 450 nm entspricht in dieser Darstellung der in Versuch
III ermittelten durchschnittlichen Wiederauffindungsrate

des Xanthophylls (bei Rind 1).

Aus der Abbildung wird die wdhrend der Magen-Darm-Fassage
auftretende Verschiebung des Xanthophyll-Extinktionsmaximums
um ca. 4 nm zum langwelligen Licht hin deutlich.

Wdre die Xanthophyll-absorptionskurve aus Faeces an der
(relativ zu ihrem Maximum) gleichen Stelle gemessen worden
wie die Xanthophyll-Absorptionskurve aus Weidegras, hidtte
sich eine durchschnittliche Wiederauffindungsrate von 69,5 %
fiir Xanthophyll errechnet, wie aus der Zeichnung hervorgeht.
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Abb. 14: Absorptionskurven von Xanthophyll aus Grinfutter
(Xg) und Rinderfaeces (Xf) im Verhdltnis der
experimentell ermittelten Wiederauffindungsrate (WAR)

E = 0;397

max. (g)

0,357 (£ 90,0 % von Emax.(g))

0,350

0,300

Emax.(f) = 0,275

0,267 (2 75,0 % WAR
97,2 % von

max.(f))

|
0,248 (£ 90,0 % von gy ()
69,5 % WAR)

210 420 430 440 450 460 470 mm
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Versuche IV, V und VI (Jan. 1970)

In einer letzten Serie von Verdauungsversuchen sollte die
Eignung von Carotin und Xanthophyll als Indikatoren noch
einmal an einem grosden Tiermaterial uberpriift werden.

Bei diesen Versuchen, fiir die uns die Bayerische Landesan-—
stalt fiir Tierzucht, Grub, in bedankenswerter Weise Griin-
futter- und Faecesproben zur Verfiigung stellte, wurden 9
Hammel verwendet.

Es sollte ferner gekldrt werden, ob die auf die Vorberei-
tungsperiode von 10 Tagen folgende 10-t&dgige Hauptversuchs-
periode sich ohne schwerwiegende Beeintréchtigung der Ver-
suchsergebnisse auf 5 Tage reduzieren 1l&B%t.

Verfiittert wurde Weldegras, das im August 1969 gemiht und
a) sofort nach dem Mdhen, b) nach leichtem Anwelken, c) in
stark angewelktem Zustand bei - 20 ¢ gelagert worden war.
Das Gras wurde einen Tag vor dem Verfiittern bei Zimmertem-
peratur aufgetauﬁ.

Die 9 ausgewachsenen Hammel wurden zu je 3 Tieren auf die
folgenden 3 Versuchsgruppen verteilt:

Hammel Nr. Ration

Gruppe I 95, 73, 80 2,0 kg stark an-
gewelktes Weide-
gras

Gruppe II 87, 83, 78 3,0 kg leicht an-
gewelktes Weide-~
gras

Gruppe III 88, 82, 77 3,0 kg frisches
Weidegras + 300 g
Heu

Gruppe III erhielt wegen des hohen Feuchtigkeitsgehaltes
des frischen Weidegrases zusidtzlich 300 g Heu pro Tag.

Alle Versuchstiere waren einzeln in Stoffwechselkéfigen
untergebracht. Der Kot wurde tiédglich gesammelt, gewoggn und
bis zum Versuchsende tiefgekiihlt (- 20 °C) gelagert.
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Die Rohndhrstoffanalyse der einzelnen Rationen hatte folgen-
de Ergebnisse: '

Weidegras Weidegras Weidegras Wiesen-

frisch leicht angew. stark angew. heu
Tr.S. (%) 16,8 31,7 55,6 89,4

% in der Trockensubstanz

Org. Substanz 80,0 83,4 86,0 93,5
Rohprotein 17,5 17,5 17,0 10,1
Rohfett 4,5 4,8 3,2 2,2
Rohfaser 20,9 22,8 23,0 33,2
Asche 20,0 16,6 14,0 6,5
NfE 37,1 38,3 42,8 " 48,0

Die Versuche gliederten sich in eine 10-t#gige Vorperiode
(Tag 1 bis 10) und eine anschlieBende 10-tdigige Hauptver-
suchsperiode (Tag 11 bis 20).

Bel der Auswertung der Versuche wurden der Aufnahme an Tr.S.,
Carotin und Xanthophyll vom 6. bis 10. Tag (2. Versuchs-
viertel) die an den Tagen 11 bis 15 (3. Versuchsviertel)
wiedergefundenen (und in einem Pool vereinigten) Mengen die-
der Komponenten gegeniibergestellt. In gleicher Weise wurden
die Tage 11 bis 15 (3. Versuchsviertel; Aufnahme) mit den
Tagen 16 bis 20 (4. Versuchsviertel; Wiederauffindung) ver-
glichen. Ferner wurde die Aufnahme an den Tagen 6 bis 15
den (rechnerisch zusammengefaSten) wiedergefundenen Mengen
im Abschnitt vom 11l. bis 20, Tag gegenilbergestellt.
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Gruppe I (Stark angewelktes Weidegras; Versuch IV)

Der Tr.S.-, Carotin- und Xanthophyllgehalt des Griinfutters
war wdhrend der gesamten Versuchszeii anndhernd konstant.

Die Carotinkonzentration betrug im 2. Versuchsviertel (2. VV)
durchschnittlich 133 ppm, im 3. VV 124 ppm. Beim Xanthophyll
lag die mittlere konzentration bei 701 ppm (2. VV) bzw. bei
676 ppm (3. VV).

Das Extinktionsmaximum des Xanthophylls (in Athanol) aus
stark angewelktem Weidegras lag bei 444 nm; die bei 450 nm
durchgefiihrte Messung erfadte im Mittel 93,3 % der maximalen
Extinktion.

Der Verzchr der Versuchsgruprpe I in den einzelnen Abschnitten
betrug:

2. Vv 3. W 2. + 3. VWV
g Ir.S. 5491,2 5672,4 11163,6
ng Carotin 730 705 1435
mg Xanthophyll 3848 3835 7683

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 11 bis 13 darge-
stellt.

Tab, 11: Scheinbare Verdaulichkeit der Tr.S. (in %), be-
rechnet iiber Kot-Tr.S.-Ausscheidung

Hammel Nr. 3. VV 4, VV 3. + 4. VV
95 74,8 79,1 - 17,0
80 74,8 17,0 75,9
T3 76,0 77,2 76,7
X 75,2 17,8 76,5
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Tab., 12: 'Wiédernffindungsraten (WAR) von Carotin und iiber
Caroti) errechnete Scheinbare Verdaulichkeit (% Verd.)

B der ?rckensubstanz

Hammel ,Jﬁq;;. v 4. VW 3.0+ 4. TV
Nr. % Verd. WAR % Verd. WAR % Verd.
95 73,3 65,7 64,7 67,7 69,1 66,7
80 69,3 63,6 63,9 63,9 66,6 63,8
73 68,4 64,9 69,2 67,0 68,7 66,0
X 70,3 64,7 65,9 66,2 68,1 65,5

Tab. 13: Wiederaffindungsraten (WAR) von Xanthophyll und
‘iiber Xnthophyll errechnete Scheinbare Verdaulichkeit
(,$.,:».Vrr.(.) der Trockensubstanz

Hammel 3. W 4. VV 3. + 4. VV
Nr. WAR % Verd. WAR % Verd. WAR % Verd.
95 61,1 58,8 55,1 62,0 58,1 60,4
80 63,6 60,4 57,8 60,1 60,7 60,3
13 61,0 60,7 58,7 61’3 59,8 6190
X 61,9 60,0 57,2 61,1 59,5 60,6

Das auffallenie Ergebnis dieses Versuches sind die schlechten
Wiederauffindingraten von Carotin und Xanthophyll, die wesent-
lich unter del lisher gefundenen Wiederauffindungsraten lie-
gen, Sie sindbd allen Versuchstieren in annshernd der glei-
chen GroBenoTrinng; individuelle Unterschiede fallen nicht

ins Gewicht. fn'sprechend den schlechten Wiederauffindungsra-
ten errechneNsech mit Hilfe der Indikatoren viel zu geringe
Werte fir e}e Sheinbare Verdaulichkeit der Tr.S.

Das Extinktjoisieximum des Paeces-Xanthophyllextraktes (in
kthanol) lag- i 446 nm; die Messung bei 450 nm erfaBte im
Durchschnitt )58 % der maximalen Extinktion.
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Gruppe II (Leicht angewelktes Weidegras; Versuch V)

Der Tr.S5.-Gehalt des Weidegrases lag wihrend der ganzen
Versuchszeit anndhernd konstant bei 31,7 %.

Die Schwankungen der Carotin- und Xanthophyllkonzentration
im Weidegras an den einzelnen Versuchstagen sind in den
Abbildungen 15 und 16 dargestellt.

Abb. 15: Schwankungen der Carotin-Konzentration (in % der
Mittelwerte) in leicht angewelktem Weidegras

2. W 3. VV
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X = 178,4 ppm 8% = + 11,0 X = 168 ppm 8% = + 18,4

Abb. 16: Schwankungen der Xanthophyll-Konzentration (in %
der Mittelwerte) in leicht angewelktem Weidegras

2. WV 3, VW
10 10 {
+ . + | |
- T T 1 -
0] 3 2 3 4 s5mage 21 1 2 3 4 5 rTag

A A 2 A

X = 825,5 ppm 8% = + 7,5 X = 834 ppm 8% = + 5,94
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Das BExtinktionsmaximum des Xanthophyllextraktes aus dem
leicht angewelkten Weidegras (in Athanol) lag bei 443,6 nm;
die Messung bei 450 nm erfaBte 93,2 % der Maximalextinktion.

Der Verzehr der Versuchsgruppe II in den einzelnen Abschnit-
ten betrug:

2. W 3. VW 2. + 3. VW
g Tr.s. 4786,5 4727,4 9513,9
mg Carotin 852 794 1646
mg Xanthophyll 3943 3941 7884

Dié Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 14 bis 16 darge-
stellt.

Tab. 14: Scheinbare Verdaulichkeit der Tr.S. (in %), be-
rechnet iiber Kot-Tr.S.-Ausscheidung

Hammel Nr. 3. W 4, WV 3. + 4. VV
87 66,6 64,5 65,5
83 67,9 68,4 68,1
78 68,0 68,7 68,3
X 67,5 67,2 67,3

Tab. 15: Wiederauffindungsraten (WAR) von Carotin und tber
Carotin errechnete Scheinbare Verdaulichkeit (% Verd.)
der Trockensubstang

Hammel 3. VW 4, VV 3. + 4. WV

Nr. ~ WAR % Verd. WAR % Verd. WAR £ Verd.
87 91,7 63,5 95,3 62,8 93,4 63,1
83 84,7 62,0 87,1 63,8 85,9 62,9
78 91,4 64,9 87,1 64,0 89,3 64,5

Ll

89,3 63,5 89,8 63,5 89,5 63,5
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Tab. 16: Wiederauffindungsraten (WAR) von Xanthophyll und
iilber Xanthophyll errechnete Scheinbare Verdaulichkeit
(% Verd.) der Trockensubstanz

Hammel 3. VW 4. VV 3. + 4. VW
Nr. WAR % Verd. WAR % Verd. WAR % Verd.
83 18,4 58,9 75,0 57,9 76,7 58,5
78 82,3 61,0 79,6 60,6 80,9 60,9
X 80,8 59,6 79,3 58,6 80,0 59,2

Die Wiederauffindungsraten der Indikatoren sind in diesem
Versuch deutlich besser als in Versuch IV (stark angewelktes
Weidegras), wenngleich bestenfalls das Carotin mit einer Wie-
derauffindungsrate von annihernd 90 % als Indikator geeignet

erscheint.

Das Extinktionsmaximum des Xanthophyllextraktes aus Paeces
(in Athanol) lag im Durchschnitt bei 446 nm; die Extinktion
des Extraktes bei 450 nm betrug im Mittel 95,9 % der maximalen

Extinktion.
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Gruppe III (Frisches Weidegras und Heu; Versuch VI)

Das frische Weidegras hatte einen durchschnittlichen Tr.S.-
Gehalt von 16,8 %.

Hohe und Schwankungen der Carotin~ und Xanthophyllkonzentra-
tionen sind in den Abbildungen 17 und 18 dargestellt.

Abb. 17: Schwankungen der Carotin-Konzentration (in % der
Mittelwerte) in frischem Weidegras

2. W 3. VW
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Abb, 18: Schwankungen der Xanthophyll-Konzentration (in %
der Mittelwerte) in frischem Weidegras
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X = 890,5 ppm 8% = + 6,4 X = 880,6 ppm 8% = + 6,75
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Das Xanthophyllextinktionsmaximum des frischen Weidegrases
(in Kthanol) lag bei 443,3 nm; die Messung bei 450 nm er-
falite 92,7 % der maximalen Extinktion.

Das Wiesenheu hatte einen durchschnittlichen Tr.S.-Gehalt
von 89,4 %, einen Carotingehalt von 22,8 mg pro kg Tr.S.
und einen Xanthophyllgehalt von 204 mg/kg Tr.S.

Der Verzehr der Versuchsgruppe III in den einzelnen Abschnit-
ten betrug:

2. W 3. VW 2. + 3. W
g Tr.S. 3848,1 3883,8 7731,9
mg Carotin 557 473 1030
mg Xanthophyll 2505 2515 5020

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 17 bis 19 darge-
stellt.

Tab. 17: Scheinbare Verdaulichkeit der Tr.S. von frischem
Weidegras + Heu (in %), berechnet iiber Kot-Tr.S.-

Ausscheidung
Hammel Nr,. 3. VW 4., VWV 3. + 4. WV
88 65,7 69,3 67,5
82 67,7 56,4 62,0
77 65,4 65,8 65,6
X 66,3 63,8 65,0

Tab. 18: Wiederauffindungsrate (WAR) von Carotin und iiber
Carotin errechnete (die theoretische durchschnitt-
liche Carotin-Konzentration der Gesamtration wur-
de aus den oben angegebenen Absolutmengen an Caro-
tin und Tr.S. berechnet) Scheinbare Verdaulichkeit
(% Verd.) der Trockensubstanz

Hammel 3. VW 4. VV 3. + 4. VWV
Nr. WAR % Verd. WAR % Verd. WAR % Verd.
88 93,9 63,5 83,7 63,3 89,1 63,5
82 82,9 (1) 61,1 118,5(1) 63,2 99,2 61,7
17 91,2 62,1 97,0 64,7 93,8 63,3
X 89,3 62,2 99,7 63,7 94,0 62,8
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Tab. 19: Wiederauffindungsraten (WAR) von Xanthophyll und
iiber Xanthophyll errechnete (vgl. Tab. 18) Schein-
bare Verdaulichkeit (% Verd.) der Trockensubstanz

Hammel 3. VW 4. VV 3. + 4. VV
Nr. WAR % Verd. WAR % Verd. WAR % Verd.
88 85,8 60,0 72,3 57,6 79,0 58,9
82 76,6(1) 57,8 106,4(1) 59,0 91,5 58,5
i 85,6 59,6 84,2 59,4 84,9 59,5
X 82,7 59,1 87,6 58,17 85,1 59,0

Die Daten iiber Lage der Extinktionsmaxima der Xanthophyll-
fraktion und Anteil der Extinktion bei 450 nm an der Maxi-
malextinktion aus den Versuchen III bis VI sind in Tabelle 20
zusammengefadt.

Tab, 20: Lage der Extinktionsmaxima (EmBx ) und prozentualer
Anteil von 3450 am 20 Emax. in den Versuchen III

bis VI
Versuch Griinfutter Faeces
Nr.

Bmax.(nm) % B 0 nm Emax.(nm) % E450 nm

max. max.

Iv 444 93,3 446 . 95,8
v 443,6 93,2 446 95,9
(V1 443,3 92,7 446,3 96,6)
III 442,4 90,0 446,5 97,2

Obwohl Versuch VI in diesem Zusammenhang (wegen der Zufiitterung
von Heu) nur beschrinkt verwendbar ist, scheint sich doch

eine gewisse Tendenz abzuzeichnen: Je frischer ein Grinfutter
ist, desto ndher liegt das Extinktionsmaximum der Xanthophyll-
fraktion (in Athanol) bei 439 nm (Violaxanthin), und umso
geringer ist folglich der Anteil der Extinktion bei 450 nm

an der Maximalextinktion.
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Trocknung und Welken scheinen auf die Xanthophyllfraktion
eines Griinfutters unterschiedliche Wirkung zu haben, denn

in den Versuchen mit Grasgriinmehlpellets (I und II) war die
Wiederauffindungsrate von "Xanthophyll" am héchsten, in Ver-
such IV (stark angewelktes Weidegras) dagegen am niedrigsten.

Das in den Versuchen III bis VI aufgeworfene Problem der Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse aus 5- und 10-tdgigen Versuchs-
perioden liB8t sich reduzieren auf die Frage, ob die Forde-
rungen 1 und 2 (S. 5 ££) erfiillt sind. Dann némlich kommen
die Vorteile der Anwendung von Indikatoren zum Tragen: Emp-
findliche Reaktion auf echte Schwankungen der Verdaulich-
keit und Unempfindlichkeit gegeniiber zufdlligen Schwankun-
gen in der Kotausscheidung. Die Bedeutung der Linge der Ver-
suchsperiode als ausgleichendes Moment tritt dann in den
Hintergrund.

In Versuch VI kommt der letztgenannte Vorteil der Indikator-
anwendung zum Ausdruck. Hammel Nr. 82 zeigte im 3. VV eine
Kotverhaltung, was zur Polge hatte, daB die konventionell
(iiber quantitative Kotsammlung) berechnete Scheinbare Ver-
daulichkeit hoher lag als bei den anderen beiden Tieren

der gleichen Versuchsgruppe (Tab. 17). Im 4. VV schied Tier
Nr. 82 vermehrt Kot aus, d.h., die konventionell bestimmte
Scheinbare Verdaulichkeit fiel deutlich unter das Niveau
der anderen Hammel., Bei indirekter Berechnung der Schein-
baren Verdaulichkeit (iiber die Indikatoren Carotin und
Xanthophyll) liegen die Werte fiir Nr. 82 in der gleichen
GroBenordnung wie die der iibrigen Tiere (Tabb. 18 und 19).
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Diskussion

Wenn in der Literatur Carotinoide im Zusammenhang mit Indi-
katormethoden erwdhnt werden, dann i.d.R. in dem Sinn, da8
sie von vornherein als untauglich erkldrt werden.

DAVIDSON (1954) meint ferner, es sei mit keinem Vorteil ver-
bunden, eine einzelne Pigmentfraktion als Indikator zu ver-
wenden (vgl. S. 22), da in allen Fraktionen Verluste auftri-
ten. Nach seinen eigenen Angaben sind diese Verluste bei Ca-
rotin aber erstaunlich niedrig (7 % als Durchschnitt von 4
Versuchstieren, verglichen mit durchschnittlich 92 % bei den
gesamien fettloslichen Tetrapyrrolen, also Chlorophyllen und
Phaeophytinent).

Khnlich duBlern sich IRVIN u. WISEMAN (1953), die Carotine und
Xanthophylle wegen ihrer Instabilit&t und Verdaulichkeit als
Indikatoren in Verdauungsversuchen fiir ungeeignet halten. Al-
lenfalls die Summe aller Pigmente sei als Indikator zu verwen-
den (DAVIDSON 1954, IRVIN u. WISEMAN 1953 und IRVIN et al. 1953).
Dagegen ist einzuwenden, daB es nach den bisherigen Erfahrun-
gen mit Pigmentmischungen (Chromogen und "Xanthophyll", s.u.)
ratsamer erscheint, eine chemisch definierte Substanz als In-
dikator zu widhlen, als ein in seiner Zusammensetzung unbe-
kanntes Gemisch mit unberechenbaren Eigenschaften. Dabei kann
auch eine nicht ganz vollstindige Wiederauffindungsrate in
Kauf genommen werden, wenn man ausschlieSen kann, daB sie
durch ein zufilliges Zusammenwirken unbekannter Faktoren gro-
Ben Schwankungen unterliegt. Es ist letztlich irrelevant zu
wissen, ob eine Kuh 15,0 oder 15,5 kg Tr.S. aufgenommen hat,
und die Tr.S. zu 67 % oder zu 65 % verdaut wurde, solange

den (iiber Indikatoren) berechneten Werten Verirauen entgegen-
gebracht werden kann.

Carotin hat in einem Teil der beschriebenen Versuche Wieder-
auffindungsraten gezeigt, die durchaus mit praxisiiblichen
Indikatoren vergleichbar sind.

Seine Funktion als Provitamin-A und essentielle Vitaminquel-
le des Wiederkduers lieB allerdings den Gedanken an eine mdg-
liche Eignung als Indikator gar nicht erst aufkommen. Trotz-
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dem werden von manchen Autoren unfreiwillig Argumente ge-
liefert, die eine Indikatoreignung zumindest diskutabel er-
scheinen lassen. So wird nach PAGE et al. (1958) bei Rindern
durch Erhdhung der Carotinzufuhr die Carotinausnutzung ver-
schlechtert. GEBAUER (1962) rechnet in einer Studie zur Caro-
tinversorgung der Nutztiere mit einer 10 %igen Ausnutzung von
Carotin. BRUNE u. ZADDACH (1965) fanden bei Schafen eine Ca-
rotinverdaulichkeit zwischen 4 und 25 %.

Bei geniligend hoher Carotinzufuhr kann der Bedarf aus einem
relativ kleinen Teil des Angebots gedeckt werden, wie aus

der folgenden Rechnung deutlich wird: Frisches Weidegras gu-
ter Qualitét enthdlt wenigstens 300 ppm Carotin (in der Tr.S.).
Eine Kuh mit 500 kg Korpergewicht nimmt also bei einem Tr.S.-
Verzehr von 12 kg taglich 3,6 g Carotin auf. GUILBERT u.
LOOSLI (1951) postulieren einen Carotinbedarf fiir Rinder und
Schafe von 132 mcg/kg und Tag. Als Kriterien verwenden sie
Wachstum und Fortpflanzungsleistung, unter Berlicksichtigung
eines gewissen Sicherheitsfaktors. Eine Kuh mit 500 kg Le-
bendgewicht benstigt demnach 66 mg Carotin pro Tag. Selbst
wenn man unterstellt, daB8 nach Weideauftrieb erst alle Spei-
cher fiir Carotin (Fett, Leber) aufgefiillt werden miissen, wird
in relativ kurzer Zeit eine hohe Wiederauffindungsrate zu er-
warten sein, die in dem gegebenen Beispiel 98,2 % betragen
nmiiBte.

Wenn GEBAUER (1965) eine Versorgung von 600 mg Carotin pro
Hochleistungskuh pro Tag fordert, ist dieser Betrag nicht

als tatsdchlicher Bedarf zu werten; diese Zufuhr stellt viel-
mehr die geringe Ausnutzungsrate fiir Carotin schon in Rech-
nung.

Dagegen sind in der literatur auch Hinweise fiir eine weitaus
hohere Scheinbare Verdaulichkeit von Carotin vorhanden. CHANDA
et al. (1951) fanden bei Ziegen eine durchschnittliche Verdau-
lichkeit von 63 % (Durchschnitt aus 4 Versuchstieren). WING
(1969) errechnete aus Daten von 445 Verdauungsversuchen an 35
Tieren mit verschiedenen Griinfuttersorten eine Scheinbare Ver-
daulichkeit fiir Carotin von 77,7 %. Dieses Ergebnis stammt je-
doch nicht aus konventionellen Verdauungsversuchen, sondern
wurde mit Hilfe von 2 Indikatoren ("fecal chromogen" nach
REID et al. 1952 und Chromoxid) bestimmt.
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tver negative Carotinbilanzen wird immer wieder berichtet. Die
Uiberraschendsten Angaben stammen von WHITNAH et al. (1939),

die zwischen 75 und 1470 % (!) des verfiitterten Carotins in
den Faeces wiederfanden. In jingerer Zeit fanden TUCKER et al.
(1967) 160 bis 300 % der an Hammel verfiitterten Carotinmenge

in den Faeces wieder. Die in den Faeces gefundenen Pigmente
bestanden jedoch nicht aus reinem B-Carotin, wie durch Fiitte-
rung der isolierten Pigmente an Vitamin-A-Mangel-Kiiken ge-
zeigt werden konnte, die auf eine fehlende Vitamin-A-Aktivitat
schlieBen lieS.

McGILLIVRAY (1951) ist der Ansicht, daB negative Carotinbilan-
zen durch mikrobielle Carotinsynthese zustandekommen. Es ist
zwar bekannt, daf bestimmte Bakterien (wie Purpurbakterien)
Carotinoide bilden kinnen (JENSEN et al. 1961), aber diese
Bakterien kommen im Verdauungstrakt nicht vor (GIESECKE 1972).
Beriicksichtigt man auBerdem die physiologischen Funktionen der
Carotinoide (Photosynthese und Farbgebung; KARLSON 1970), er-
scheint eine mikrobielle Synthese von Carotinoiden im lichtlo-
sen und anaeroben Milieu des Verdauungstraktes -wenig wahr-
scheinlich.

Eine andere mdgliche Erklarung fiir negative Carotinbilanzen
bieten ALMENDINGER u. HINDS (1969 a und b) an. Nach ihren Er-
fahrungen wird Carotin bei der Analyse aus Griinfutter teilwei-
se unvollsténdig, aus Paeces aber vollstdndig extrahiert, wo-
durch eine negative Bilanz vorgetduscht wird. Als Ursache ver-
muten die Autoren Carotin-Protein-Komplexe, aus denen Carotin
nur unter groSten Schwierigkeiten zu extrahieren ist. tiber sol-
che Komplexe in griinem Pflanzenmaterial berichten auch u. a,
NISHIMURA u. TAKAMOTO (1957).

SAVEL'EV (1968) beschreibt ein Phénomen, das die Verwendbarkeit
von Carotin als Indikator ausschlieBen wiirde. Er stellte bei
Griinfutterpflanzen ausgeprédgte periodische Tagesschwankungen
des Carotingehaltes fest. So zeigten Lupinen bei Sonnenaufgang,
um 13.00, 21.00 und 1.00 Uhr folgende Carotinkonzentrationen
(in der Tr.S.): 500 ppm, 150 ppm, 180 ppm und 60 ppm. Diese
sehr iiberraschend hohen Tagesschwankungen sind u.W. von anderen
Autoren zumindest in diesem Umfang bisher nicht bestdtigt wor-
den. Eigene Untersuchungen zu diesen Thema sind noch nicht ab-
geschlossen.
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Das in den beschriebenen Versuchen bestimmte "Xanthophyll"
zeigte zwar in den beiden ersten Versuchen (mit Grasgriinmehl-
pellets) Wiederauffindungsraten, die es zu einem brauchbaren
Indikator machen wiirden. Die Ergebnisse der Griinfutterversuche
(III vis VI) sind jedoch ungiinstiger zu beurteilen. "Xantho-
phyll", obgleich chemisch wesentlich einheitlicher als "Chro-
mogen", weist Parallelen zur Chromogen-Methode auf. Denn die eir
zelnen Carotinoide, die in ihrer Gesamtheit die Xanthophyll-
fraktion ausmachen, verhalten sich wdhrend der Magen-Darm-Fas-
sage ganz unterschiedlich. Die Xanthophyllfraktion bestand nach
eigenen Untersuchungen hauptsédchlich aus Lutein, Violaxanthin
und Neoxanthin, sowie mehreren Spurencarotinoiden.

Violaxanthin hatte einen Anteil von 23 % an der bei 450 nm ge-
messenen Gesamtextinktion des Xanthophyllextraktes eines unter-
suchten Weidegrases. Denselben relativen Anteil des Violaxan-
thins von 23 % am Gesamtxanthophyllgehalt mehrerer Griser- und
Leguminosenarten stellten LIVINGSTON et al., (1968) fest.

OH

HO Violaxanthin

Die Absorptionskurve (in Athanol) von diinnschichtchromato-
graphisch isoliertem Violaxanthin aus Weidegras ist in Abbil-
dung 19 dargestellt.

Violaxanthin, das Zeaxanthin-5,6,5',6'-Diepoxid, wird in Ge-
genwart von Sduren (fliichtige Fettsduren des Pansens und HC1
des lLabmagens) in das sogenannte Auroxanthin (Zeaxanthin-
5,8,5',8'-Diepoxid) umgelagert (KARRER u. RUTSCHMANN 1944

und KARRER u. JUCKER 1945).
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Abb. 19: Absorptionskurve von Violaxanthin aus Weidegras
in Athanol
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In vitro sind die Folgeprodukte von Violaxanthin nach der
sdurekatalytischen Umlagerung su 70 % als Auroxanthin er-
fagbar (HAGER u. STRANSKY 1972).

0
HOi:

Die Umlagerung ist mit zwei gravierenden Anderungen des
spektrographischen Verhaltens verbunden (HAGER u. MEYER-BER-
TENRATH 1967): 1. Die Extinktionsmaxima werden um 43 + 4 nm in
Richtung des kurzwelligen Lichtes verlagert, und 2. sinkt die
spezifische Extinktion. Der Extinktionsabfall kommt durch die
respektiven Extinktionskoeffizienten (E% 2m-in Athanol) von
Violaxanthin (2550; STRAIN 1938) und Auroxanthin (1850; KARRER
u. RUTSCHMANN 1942) zum Ausdruck.

In vivo werden die Verhdltnisse komplizierter, weil Violaxan-
thin wihrend der Verdauungspassage nicht quantitativ zu Auro-
xanthin umgelagert wird, also noch unveréndertes Violaxanthin
in den Faeces wiederapfgefunden wird (HOPPE u. LAST, unversf-
fentlicht) und ferner neben Auroxanthin noch andere Polgepro-
dukte wie Luteoxanthin und Stereoisomere von Violaxanthin,
Auroxanthin und Luteoxanthin (HAGER u. STRANSKY 1972) entste-
hen, so daB8 die quantitativen Verhdltnisse nicht vorauszusa-
gen sind.

Eine weitere Komplikation stellt die lichtabhéngige Umwandlung
von Violaxanthin iiber Antheraxanthin in Zeaxanthin dar, die
von YAMAMOTO et al. (1962) und HAGER (1966) beschrieben wird.
Nach HAGER (1966) kann es in der Natur (allerdings nur) bei
groBer Lichtintensitdt zu einer Anhdufung von Zeaxanthin kom-
men. Das bedeutet, daB je nach Schnitt-(oder Weide-)zeitpunkt
ein in seiner quantitativen Zusammensetzung unvorhersagbares
Gemisch dieser drei Xanthophylle in der griinen Pflanze vor-
liegt.

OH

Auroxanthin
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Neoxanthin, ein Monoepoxid, macht nach angaben von LIVINGSTON
et al. (1968) 17 % der Xanthophylle von Weidegrisern und Legu-
minosen aus. Eigene Untersuchungen ergaben einen Anteil von

14 % an der Extinktion des Xanthophyllextraktes bei 450 nm.

OH

HO OH Neoxanthin

Die Absorptionskurve (in Athanol) von diinnschichtchromato-
graphisch isoliertem Neoxanthin aus Weidegras ist in Abbil-
dung 20 dargestellt.

Auch Neoxanthin zeigt das Phédnomen der hyposochromen Ver-
schiebung der Absorptionskurve nach Einwirkung von Sduren.

Das Extinktionsmaximum dieses Monoepoxy-Carotinoids wandert
dabei um 18 - 25 nm in den kurzwelligen Bereich (DAVIES 1965).
Das Hauptfolgeprodukt ist Neochrom (HAGER u. STRANSKY 1972).

OH

HO OH Neochrom

Lutein hat mit 60 % (LIVINGSTON et al. 1968) bzw. 63 % (ei-
gene Untersuchungen) den groBten Anteil an der Xanthophyll-
fraktion. Es besitzt keine Epoxid-Gruppe, erleidet also
auch keine Umwandlung unter Sdure-EinfluB.

Lutein
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Die Absorptionskurve (in Athanol) von diinnschichtchromato-
graphisch isoliertem Lutein aus Weidegras ist in Abbildung

21 dargestellt.

Abb. 21: Absorptionskurve von Lutein aus Weidegras in
Athanol
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YAMAMOTO et al. (1962) berichten, da8 der Luteingehalt von

Bléttern trotz intensiver Bestrahlung mit Kunstlicht so

gut wie konstant blieb.

Lutein diirfte folglich als "innerer" Indikator zur indirekten

Bestimmung der Scheinbaren Verdaulichkeit von Griinfutter aus

folgenden Griinden in Betracht kommen:

1. Es ist in griinen Pflanzen in betrichtlichen Mengen vor-
handen.

2. Bs 1st gegeniiber Sdureeinwirkung stabil.

3. In der iiberblickten Literatur liegen keine Hinweise fiir
periodische Tagesschwankungen vor.

Die Bignung von Lutein als Verdaulichkeitsindikator bei Wie-

derkduern wird zur Zeit von LAST (Diss. in Vorbereitung) un-

tersucht.

AbschlieSend 80ll an zwei konstruierten Darstellungen das
Verhalten der drei Haupt-Xanthophylle verdeutlicht werden.
Abbildung 22 zeigt die Absorptionskurven von Lutein, Viola-
xanthin und Neoxanthin aus Weidegras in Athanol. In der Ab-
bildung entsprechen die Extinktionen der einzelnen darge-
stellten Carotinoide ihrem Anteil an der Gesamtextinktion

bei 4%0 nm. AuBerdem ist (als Summe der Einzelkurven) die
Absorptionskurve von "Xanthophyll" eingezeichnet, deren Ex-
tinktionsmaximum bei 441 - 442 nm liegt (vgl. Versuch III).
In Abbildung 23 sind die theoretischen Verhaltnisse nach der
Magen-Darm~-Passage dargestellt. Es wird vorausgesetzt, das
Violaxanthin und Neoxanthin quantitativ umgelagert sind. Die
einzelnen Kurven stammen von diinnschichtchromatographisch iso-
lierten Pigmenten, die mit HC1l behandelt wurden. Es wird wei-
ter angenommen, daf Lutein keinen Verdnderungen quantitativer
oder qualitativer Art unterworfen ist.

Die Summe der drei Kurven ist wiederum als "Xanthophyll" be-
zeichnet. Das Extinktionsmaximum dieser Kurve liegt beil 446
nm, weil der relative Anteil des Luteins {(kxtinktionsmaxi-
mum bei 446 nm) an der Gesamtextinktion im Intervall von

440 bis 450 nm stark zugenommen hat.
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Abb. 23: (Brldéuterungen s. Text S. 76 u. 79)
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Interessant ist das Verhalten von Neoxanthin. Neochrom (als
angenommenes einziges Folgeprodukt von Neoxanthin) hat ném-
lich bei 450 nm eine absolut hohere Extinktion als Neoxanthin,
da die Absorptionskurve von Neochrom bei 450 nm ihr langwel-
liges Maximum, die des Neoxanthins jedoch ein Absorptions"tal™
zeigt.

Folglich wird fiir Neoxanthin-Neochrom (bei einer Messung der
"Xanthophylle" bei 450 nm) eine erhdhte Wiederauffindungsra-
te vorgetduscht. :

Dieser Erhohung der Gesamtextinktion bei 450 nm durch Neochrom
steht ein drastisch verringerter Anteil der Violaxanthin-
Auroxanthin-Extinktion an der Gesamtextinktion gegeniiber.

Denn das Violaxanthin-Folgeprodukt Auroxanthin hat sein Ex-
tinktionsmaximum bei 400 nm; wdhrend Violaxanthin fiir 23 %
der Gesamtextinktion des Xanthophyllextraktes aus Weidegras
verantwortlich war, betrug der Anteil von Auroxanthin an der
Xanthophyllextinktion bei 450 nm nur noch 5 %.

Es kann als sicher gelten, dab die wenig befriedigenden Wie-
derauffindungsraten fiir Xanthophyll auf die vorstehend ge~
schilderten Veridnderungen am Violaxanthin- und Neoxanthinge-
halt der Xanthophyllfraktion zurickgehen.

Warum die "Xanthophyll-Verluste" bei der Verfiitterung von
Trockengriinmehlpellets um so vieles niedriger waren (Versuch
I und II) als bei der Verfiitterung von frischem Gras (Ver-

~ such III), kann nicht entschieden werden. Am griBten waren
sie bei léngerer Zeit gelagerten (wenn auch tiefgefrorenen)
Anwelksilagen.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschidftigt sich mit der Verwendung
von Indikatoren zur Verdaulichkeitsbestimmung bei Wieder-
k#duern.
Im literarischen Teil werden die gebriuchlichen Indikatoren
(Cr203, 51Cr203, 144Ce, Eisen, Polydthylenglykol, Silikate,
Lignin, Methoxyl-Gruppen des Lignins, Chromogen und Stick-
stoff) kritisch behandelt und die theoretischen Grundlagen
der Verwendung von Verdaulichkeitsindikatoren dargestellt.
In eigenen Untersuchungen wurden zwei durch s#dulenchroma-
tographische Trennung an A120 gewonnene Carotinoidgruppen,
Carotin (Kohlenwasserstoffverbindungen) und Xanthophyll (Sum-
me der O-haltigen Carotinoide), auf ihre Eignung als Verdau-
lichkeitsindikatoren an groB8en und kleinen Wiederk#duern ge-
priift. Dazu wurden in Verdauungsversuchen mit quantitativer
Kotsammlung die prozentualen Wiederauffindungsraten von Ca-
rotin und Xanthophyll ermittelt. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Tabelle (21) zusammengefast:

Tab., 21: Wiederauffindungsraten (% WAR) von Carctin und
Xanthophyll in den durchgefiihrten Versuchen

Putter Versuchs- Vorperiode Hauptpe- % WAR
tiere (n) (Page) riode (Tge) Car. Xanth.

Grasgrin-

mehlpel- Hammel (1) 6 8 99,5 98,1

lets Jungbulle (1) 10 10 95,6 93,9

Prisches

Weidegras " 12 10 89,8 75,0

Stark ange-
welktes Wei- :
degras Hammel (3) 10 10 68,1 59,5

Angewelk-
tes Weide-
gras Hammel (3) 10 10 89,5 80,0

Frisches
Weidegras .
+ Heu Hammel (3) 10 10 94,0 85,1
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Nach diesen Ergebnissen scheint Xanthophyll widhrend der Ver-
dauungspassage groliere Verluste zu erleiden, die seine Ver-
wendung als Indikator ausschliefien.

Carotin wurde zwar bis auf Versuch IV zu einem erstaunlich
hohen Prozentsatz wiedergefunden, diirfte aber angesichts be-
trachtlicher Konzentrationsschwankungen im Futter ebenfalls
als Indikator ausscheiden.

* Als Ursache fiir die Scheinbare Verdaulichkeit des Xanthophylls
werden Veranderungen der Carotinoide Violaxanthin und Neo-
xanthin angesehen, die einen grtfieren Anteil der Xanthophyll-
fraktion bilden.

Aus den Untersuchungen wird gefolgert, daB8 von den in groBeren

Mengen in pflanzlichem Material enthaltenen Carotinoiden
Lutein am ehesten als Indikator geeignet sein diirfte.
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Summary

This dissertation deals with the use of indicators for the
determination of digestibility in ruminants.

In a study of literature, the commonly used indicators (Cr203,
510r203, 1446e, 1ron, PEG, silica, lignin, lignin methoxyl
groups, chromogen, and fecal nitrogen) are subjected to a
critical review, and the theoretical basis for the use of
digestibility indicators is drawn out.

Two groups of carotenoids, carotene (hydrocarbon compounds)
and xanthophyll (the sum of oxygenated carotenoids) as sepa-
rated by column chromatography (on an 11203 column) were tested
on large and small ruminants for possible aptitude to serve
as digestibility indicators. For that purpose, the rates

of recovery of carotene and xanthophyll were examined in
digestion trials with total fecal collection. The results are
summarized in table 21.

Pable 21: Rates of recovery of carotene and xanthophyll in
the experiments carried out

Peed Animale (n) Preliminary Collection % recovery
period (days) period

fdays) Car. Xanth.
Dehydrated wether (1) 6 8 99,5 98,1
grass meal
pellets bull (1) 10 10 95,6 93,9
Fresh
grass bull (1) 12 10 89,8 75,0
Grass,
heavily
wilted wethers (3) 10 10 68,1 59,5
Grass,
wilted wethers (3) 10 10 89,5 80,0

Presh grass
+ hay wethers (3) 10 10 94,0 85,1
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These results seem to indicate that xanthophyll suffers
substantial lossee during passage through the alimentary
canal. Such losses would rule out the use of xanthophyll as
an indicator.

Although carotene was recovered to a surprisingly high
percentage it fails to be a useful indicator due to
considerable diurnal variation of its concentration in
forages.

The apparent digestibility of xanthophyll is attributed

t0 chemical changes undergone by the carotenoids violaxanthin
and neoxanthin during intestinal passage. These two caro-
tenoids account for a large part of "xanthophyll".

It is concluded that of the carotenoids occuring in appreciable
amounts in forage material only lutein may have the quelities
essential for an indicator in digestion trials.
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