Aus dem Veterindarwissenschaftlichen Department der Tierérztlichen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Arbeit angefertigt unter der Leitung von
Univ.- Prof. Dr. Ellen Kienzle

Grunfutter und Grunfutterkonserven modifizieren den

Sauren-Basen-Haushalt des Pferdes

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwirde
der Tierérztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen

von Gideon Goren

aus Tel Aviv

Minchen 2014



Gedruckt mit Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-

Universitat Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Ellen Kienzle

Korreferent: Priv. Doz. Dr. Bettina Wollanke

Tag der Promotion: 08. Februar 2014



Meinem Linus



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAITSVEIZEICINIS ...ttt esr e sreetesneenbeente s I
ADKUFZUNGSVEIZEICANIS. ......eiiice ettt ta e te e sreenreenee e 1
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ... v
TaADEHENVEIZEICNNIS ...ttt sre et nee e \
L EINLETITUNG. . ..ottt et e et e e e sat e e e nne e e e s e e e nn e e anneeanneas 1
1. LITERATURUBERSICHT ...ooiiieecete ettt 2
A. Der Einfluss der Fltterung auf den Sauren-Basen-Haushalt des Pferdes......... 2
B. ChIOrOPNYIL. ..o 7
I 1 I 1 N N 1 N PRSP 10
IV DISKUSSION ..ottt ettt e e ettt ne bt neen s 31
AL Kritik der MEthOEN ....c.coviiiii e 31
B. DisKUSSION der EFgEDNISSE. ........ciiiiiiieieieesie e 32
V. ZUSAMMENFASSUNG.......co ettt e e sraa e e sna e e naeeanae e 35
VL SUMMARY oottt ettt se et st et be bt e e abe bt eneans 38
VI LITERATURVERZEICHNIS ..ot 41
VI DANKSAGUNG ...ttt e et e e e e e st e e e naeeannnaeaneaeas 48



Abkurzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

1IN
Abb.
ALF
a.m.
ber.
BW
CsH11NO,S
Ca
CAB
CaCl,
CaCO;
Cl
COBS
DE
DM

Fig.

GRASS

griech.

KAB

kg

Mg

1 normality
Abbildung

Luzerne

ante meridiem

berechnet
body weight
Methionin

Calcium

cation-anion-balance

Calciumchlorid

Calciumcarbonat

Chlor

Grascobs

digestible energy

dry mater
figure
Gramm
Gras
griechisch

id est; that is

Kationen-Anionen-Bilanz

Kilogramm

Magnesium



Abkurzungsverzeichnis

mg
MgCl,
MgSO,
MJ

ml

mmol
N,;HgSO,
Na

NaCl
NH,CI

org. geb.

p.m.

SIL
STR
STRe
Tab.
TS

uv

Milligramm
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Megajoule
Milliliter
Millimol

Ammoniumsulfat
Natrium
Natriumchlorid
Ammoniumchlorid
organisch gebunden
Phosphor

post meridiem
Schwefel
Grassilage

Stroh

extrudiertes Stroh
Tabelle; table
Trockensubstanz

ultraviolett



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1

Abb. 2

Abb. 3

Chemische Struktur von Chlorophyll a und b

Relation von Ca-Aufnahme zu faecaler Ca-Exkretion in den eigenen
Untersuchungen im Vergleich zu einer entsprechenden Regressionsgeraden aus
der Meta-Analyse von KIENZLE und BURGER (2011)

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zum Harn-pH-Wert von
STURMER (2005) und BERCHTOLD (2009) sowie der eigenen Studie



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab. 1

Tab. 2

Tab. 3

Tab. 4

Tab. 5

Effekt der Fltterung auf den Séuren-Basen-Haushalt des Pferdes nach
Literaturangaben unter besonderer Beriicksichtigung ,,griiner* Futtermittel

(modifiziert nach BERCHTOLD 2009)

Einfluss von Harnséuerern auf den Harn-pH-Wert des Pferdes bei verschie-

denen Rationen (Messungen am letzten Tag des jeweiligen Versuches)

Einfluss von Harnsauerern auf den Basenexcess in arteriellem Blut des Pferdes
bei verschiedenen Rationen nach einer Anfltterungszeit von mindestens 7

Tagen

Effect of acidifiers on wurine pH in horses in relation to diet

(measurements on last day of experiment)

Effect of acidifiers on base excess in arterial blood in relation to diet after at

least one week of adaptation



I. Einleitung

I. Einleitung

Die Auswirkungen der Erndhrung auf den Sduren-Basen-Haushalt beim Pferd sind in jeder
klinischen oder Leistungssituation, wie zum Beispiel bei der Urolithiasis (REMILLARD et al.
1992; DUESTERDIECK-ZELLMER 2007), der Laktatakkumulation (FOREMAN 1996) oder
der Equinen Rhabdomyolyse (VALBERG et al. 1993; CARLSTROM 1931; ARIGHI et al.
1984), bei der das Sauren-Basen-Gleichgewicht betroffen ist oder verandert werden soll, von
groller Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass bei Katzen, Hunden und Schweinen die
Effekte der Rationen auf den S&uren-Basen-Haushalt, insbesondere auf den Urin-pH-Wert,
mit der Kationen-Anionen-Bilanz (KAB) in Zusammenhang stehen (KIENZLE et al. 1991;
BEHNSEN 1992; DOBENECKER et al. 1999; JANCZIKOWSKI 2008).

Eine Pilotstudie (STURMER 2005) beschrieb Einfliisse verschiedener Rationen auf den
Séuren-Basen-Haushalt des Pferdes. Mit Heurationen gelang auch mittels drastischer
Harnséuerer keine Ansduerung des Harns, wohingegen eine Kraftfutterration dies leicht
ermdoglichte. Eine Folgestudie (BERCHTOLD 2009) sollte dieses Phdanomen im Hinblick auf
die Aufnahme und Verdaulichkeit von Calcium und Phosphor untersuchen. Die Untersuchung
zeigte, dass die Harnansduerung bei Heurationen weder vom Ca/P-Verhaltnis noch von der
Mineralstoffbilanz beeinflusst ist. Erneut konnte der Harn-pH-Wert unter ansonsten gleichen
Bedingungen bei kraftfutterlastigen Rationen verschoben werden, bei heureichen dagegen
nicht. Somit konnte die Hypothese, dass Heu einen stabilisierenden Effekt auf den Sduren-

Basen-Haushalt des Pferdes hat, best&tigt werden.

Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die Frage untersucht werden, ob sich der
stabilisierende Effekt von Heu auf den Sauren-Basen-Haushalt des Pferdes durch strukturelle
oder chemische Eigenschaften von Heu erkldren lasst. Es wurden Effekte von Gras,
Grassilage, Stroh und aufgeschlossenem Stroh sowie von Luzerneheu gepruft, die alle eine
vergleichbare Struktur wie Heu aufweisen. Als stark zerkleinertes Raufutter mit ahnlicher

Zusammensetzung wie Heu, aber anderer Struktur, wurden Grascobs (Griinmehl) eingesetzt.
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I1. Literaturiubersicht

A. Der Einfluss der Futterung auf den Sduren-Basen-Haushalt des Pferdes

Sauren und Basen konnen vom Organismus aufgenommen oder durch verschiedene
Stoffwechselmechanismen produziert werden. Ursprungsunabhéngig missen diese gepuffert
und ausgeschieden werden, so dass ein Sauren-Basen-Gleichgewicht im Korper erhalten
bleibt.

Der Hauptparameter fir die Regulation ist der pH-Wert im Blut. Beim Pferd liegt der
Referenzbereich des pH-Wertes im Blut bei 7,34 - 7,44 (KRAFT und DURR 2005).

Der Organismus kann tber pulmonale und renale Regulationsmechanismen bestimmte pH-
Schwankungen ausgleichen. Daher zeigen sich kleinere Schwankungen im Sauren-Basen-
Gleichgewicht auch eher am Harn-pH-Wert als am Blut-pH-Wert. Zusétzlich verfligt der
Korper Uber weitere Puffersysteme, zum Beispiel den Bicarbonat- oder den
Hamoglobinpuffer im Blut, die in dieses Gleichgewicht eingreifen. Das Hd&moglobin ist ein
Proteinkomplex aus vier Untereinheiten, bestehend aus einem zentralen Eisenion und einem
Porphyrinring. In seiner molekularen Struktur weist das Hamoglobin groRe Ahnlichkeiten mit
dem Chlorophyll der Pflanzen und Algen und dem Bacteriochlorophyll der Bakterien auf
(ROMPPS, 1979).

Durch die Nahrung kann der Sauren-Basen-Haushalt beeinflusst werden. Dieser Einfluss lasst
sich durch die KAB im Futter grob abschatzen. Die Kationen (Natrium, Kalium, Calcium und
Magnesium) wirken alkalisierend, die Anionen (Phosphor, Chlorid und Schwefel) séuernd
(MAREK und WELLMANN 1932; LENNON et al. 1966; PATIENCE und CHAPLIN 1997;
SCHUKNECHT 1991; KROHN 1993; STURMER 2005; BERCHTOLD 2009).

Weitere Literatur Uber den Effekt der Fitterung auf den S&uren-Basen-Haushalt im
Allgemeinen und im Besonderen beim Pferd wurde bereits von STURMER (2005) und
BERCHTOLD (2009) ausfuhrlich dargestellt. In der vorliegenden Arbeit werden die
wesentlichen Aspekte aus dem Schrifttum einschlieBlich neuerer Arbeiten und der Ergebnisse
der genannten Studien kurz wiederholt und im Hinblick auf die eigenen Ergebnisse neu

beleuchtet.
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STURMER (2005) beobachtete, dass heureiche Rationen den pH-Wert im Harn und Blut
unter Einsatz verschiedener Harnséuerer, darunter Ammoniumchlorid, stabilisieren.

Wurde dagegen eine kraftfutterreiche, heuarme Ration verabreicht, so konnte der pH-Wert im
Harn durch Harnséuerer in &hnlicher Weise verschoben werden wie bei anderen
monogastrischen Species (KIENZLE et al. 1991; BEHNSEN 1992; DOBENECKER et al.
1999). ROMANOWSKI et al. (2011) konnten den stabilisierenden Effekt von Heu bestétigen.
Heulastige Rationen wurden mit verschiedenen Mengen Natriumchlorid versetzt, das eine
séuernde Wirkung hat. Der Effekt der Salzzulagen war wesentlich geringer als bei &hnlichen
Versuchen mit kraftfutterreicheren Rationen von ZEYNER et al. (2008).

Es stellte sich die Frage, inwieweit der stabilisierende Effekt des Heus auf den Séuren-Basen-
Haushalt auf die Mengenelementgehalte der Rationen zuriickzufiihren sei, da bei STURMER
(2005) weder die Hafer- noch die Heurationen bilanziert worden waren. Aufierdem war
fraglich, ob es — wie von MEYER et al. (1982) und MEYER et al. (1992) postuliert -
Unterschiede in der Verdaulichkeit der Mengenelemente gabe, die die unterschiedlichen
Effekte auf den Sduren-Basen-Haushalt erklaren kénnten. BERCHTOLD (2009) bilanzierte
daher Heu- und Haferrationen und versetzte sie mit Harnséuerern. Das Ergebnis stimmte mit
den Beobachtungen von STURMER (2005) iiberein. Auch die scheinbare Verdaulichkeit der
Mengenelemente erklarte die unterschiedlichen Effekte nicht. Nach KIENZLE und BURGER
(2011) besteht zwar bei der scheinbaren Verdaulichkeit von Mengenelementen ein
Unterschied zwischen Heu und Kraftfutter, mit dem Lukas-Test zur Ermittlung der wahren
Verdaulichkeit tber Regressionsberechnung liel sich dieser Unterschied bei der wahren
Verdaulichkeit jedoch nicht verifizieren. KIENZLE und BURGER (2011) modifizierten den
klassischen Lukas-Test fur die Bestimmung der wahren Verdaulichkeit der Mengenelemente,
indem sie die aufgenommene Mineralstoffmenge gegen die faecal ausgeschiedene Menge
plotteten. Bei vergleichbarer wahrer Verdaulichkeit des Nahrstoffs ergibt sich eine lineare
Beziehung mit relativ geringer Variation um die Regressionsgerade. Futtermittel, bei welchen
die wahre Verdaulichkeit hoher ist, liegen in diesem Fall unterhalb der Regressionsgerade,
wahrend Futtermittel mit geringerer wahrer Verdaulichkeit des betreffenden Nahrstoffes
oberhalb liegen. Eine derartige Verteilung lie3 sich weder beim Calcium noch beim Phosphor
fur Kraft- oder Raufutter zeigen (KIENZLE und BURGER 2011). Vermutlich sind die
Unterschiede der scheinbaren Verdaulichkeit dieser Elemente bei Kraft- bzw. Raufutter auf

unterschiedlichen Aufnahmen und den rechnerischen Einfluss der endogenen Verluste
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zurlckzufuhren. Eine weitere Eigenschaft des Heus im Gegensatz zu Kraftfutter ist die
Herkunft aus griinem Pflanzenmaterial. In Tab.1 wird dieser Aspekt gesondert beriicksichtigt.
Die Ubersicht zum Effekt der Harnsauerer auf den Sauren-Basen-Haushalt, wie von
STURMER (2005) und BERCHTOLD (2009) dargestellt, wurde um Daten aus neuerer
Literatur und

- soweit bekannt - um Ergebnisse zur Aufnahme an grinem Pflanzenmaterial erweitert.

In Untersuchungen, in welchen iberwiegend griines Pflanzenmaterial zum Einsatz kam, fielen
Harn-pH-Veranderungen durch Harnséuerer in der Regel geringer aus.

Eine Ausnahme bildet die Studie von REMILLARD (1992), bei der einem Klinikpatienten
Harnséduerer (Ammoniumchlorid, Ammoniumsulfat) verabreicht wurden und Urin-pH-Werte
von unter 7 gemessen worden waren, obwohl die Ration tUberwiegend aus Heu bestand. Hier
ist allerdings eine insgesamt geringe Futteraufnahme wahrscheinlich, quantitative Angaben
fehlen.
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Tab. 1: Effekt der Fitterung auf den Sduren-Basen-Haushalt des Pferdes nach

Literaturangaben unter besonderer Beriicksichtigung ,,griiner* Futtermittel

(modifiziert nach BERCHTOLD 2009)

Anteil und
Rau-/ . Séauernde
. Art ,,griinen* Anteil und Art Kraftfutter KAB KAB ber. Harn-pH Blut-pH
Literatur Kraftfutter Zusétze
Futters
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 231t 364" 7,52 7,37 -
Baumwollsamenprodukt
BAKER et al. (1992) _ _
60% Getreide, Soja, .
40/60 40% Heu 211 -43 5,59 7,35 CaCl,, NH,CI
Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 125t 131* 6,97 7,31 CaCl,
Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 227" 316" -
Baumwollsamenprodukt
BAKER et al. (1993) _ _
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 241 79 CaCl,, NH,CI
Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 127 177* CaCl,
Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 0? 6,05 7,35 MgSO,
BAKER et al. (1998) Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 532 573 7,33 NH,CI
Baumwollsamenprodukt
NH,CI, NaCl, MgCl,, CaCO3, CsH13;NO,S,
76/24 76% Heu 24% Hafer - 86 71 7,44
CaS0y, N,HgSO,
NH,CI, NaCl, MgCl,, CaCO3, CsH;;NO,S,
77123 77% Heu 23% Hafer - -106 7,13 7,43
CaS0y, N,HgSO,
NH,CI, NaCl, MgCl,, CaCO3, CsH1;NO,S,
BERCHTOLD (2009) 83/17 83% Heu 17% Hafer - -112 7,12 7,42
CaS0;, N,HgSO,
NH,CI, NaCl, MgCl,, CaCO3, CsH1;NO,S,
38/62 38% Heu 62% Hafer - -22 6,52 7,43
CaS0,, N,HgSO4
NH,CI, NaCl, MgCl,, CaCO3, CsH1:NO,S,
38/62 38% Heu 62% Hafer - -85 5,81 7,42
CaS0,, N,HgSO4
COOPER et al. (1998) 40/60 40% Heu 60% Getreide, Soja 110° - - - -
40/60 40% Heu 60% Getreide, Soja 862 - - - CaCl,, NH,CI
70% Getreide, Soja, ) "
COOPER et al. (2000) 30/70 30% Heu -52 238 - - CaCl,
Baumwollsamenprodukt
44% Getreide, Hafer, Soja, ) "
MCKENZIE et al. 55/45 55% Heu 85 207 525 7,33 org. geb. S, Cl
Bollmehl
(2002) - -
44% Getreide, Hafer, Soja, ) "
55/45 55% Heu 190 448 8,00 -
Bollmehl
50%Heu, 50%
100/0 Luzerne - 333? 794 7,67 7,38 -
MULLER et al. (2001) (Pellets)
30/70 30 % Heu Getreide, Soja 1247 837* 713 7,37 NH,CI
30/70 30 % Heu Getreide, Soja 1542 888* 7,11 7,37 NH,CI
50%Heu, 50%
50/50 Luzerne - 1522 5514 6,93 7,37 NH,CI
(Pellets)
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 102 - 5,95 7,35 CaCl,, NH,CI
POPPLEWELL et al. Baumwollsamenprodukt
(1993) 60% Getreide, Soja, )
40/60 4 % Heu 95 - 7,33 7,37 CaCly,
Baumwollsamenprodukt
60% Getreide, Soja,
40/60 40 % Heu 1652 - 7,45 7,39 -
Baumwollsamenprodukt
Heu, keine
quantitative Keine quantitative Angabe - - 6,50 - NH,CI
REMILLARD et al.
Angabe
(1992) * _
Heu, keine
quantitative Keine quantitative Angabe - - 5,00 - N,HgSO,

Angabe
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- Fortsetzung Tab. 1 -

Anteil und
Rau-/ . Sauernde
. Art ,,griinen® Anteil und Art Kraftfutter KAB KAB ber. Harn-Ph Blut-pH
Literatur Kraftfutter Zusatze
Futters
73127 73 % Heu Keine quantitative Angabe - * bl NaCl
ROMANOWSKI et al. _ __
(2011) 73127 73 % Heu Keine quantitative Angabe - * el NaCl
73/27 73 % Heu Keine quantitative Angabe - wx o NaCl
88/12 88 % Heu 12% Hafer 179° 101* 7,52 7,43 -
STURMER (2005) 88/12 88 % Heu 12% Hafer 179° 100* 7,34 7,44 CaCl,,
88/12 88 % Heu 12% Hafer 179° 100* 7,41 743 NaCl
88/12 88 % Heu 12% Hafer 111° 33 7,38 7,45 NH,CI
88/12 88 % Heu 12% Hafer 43° -36* 731 7,40 NH,CI
30/70 30 % Heu 70% Hafer 1313 86* 7,55 7,40 -
30/70 30% Heu 70% Hafer 53 7t 6,67 7,39 NH,CI
30/70 30% Heu 70% Hafer -26° 714 4,97 7,36 NH,CI

60%corn,soya,
40/60 40% Heu 201* 7,37 -
cottonseed hulls
STUTZ et al. (1992)

60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 107! 7,37 CaCl,,
Baumwollsamenprodukt

60% Getreide, Soja,

40/60 40% Heu 5t 7,34 CaCl,, NH,CI
Baumwollsamenprodukt
TOPLIFF et al. (1989) 50/50 6,5! NH,CI
60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 201* 336* 7,38 -

Baumwollsamenprodukt
WALL et al. (1992)

60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 107* 226* 7,17 CaCl,,
Baumwollsamenprodukt

60% Getreide, Soja,
40/60 40% Heu 5t 109* 6,73 CaCl,, NH,CI
Baumwollsamenprodukt

1AKB berechnet: Na + K - Cl

2AKB berechnet: (Na + K) - (Cl +S)

3AKB berechnet: 49,9*Ca + 82,3*Mg + 43,5*Na + 25,6*K - 59*P - 13*(Met + Cys) - 28,2Cl
4AKB berechnet: 49,9*Ca + 82,3*Mg + 43,5*Na + 25,6*K - 59*P - 62,4*S - 28,2Cl

* klinischer Fall — geringe Futteraufnahme moglich

** keine signifikante Veranderung
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B. Chlorophyll

Chlorophyll (griech. Chloros = gelbgrin und phyllon = Blatt) oder Blattgriin verleiht Pflanzen
und bestimmten Algen die Funktion der Photosynthese und, wie der Name bereits sagt, ihre
grine Farbe. Chlorophyll ist ein Gemenge aus 2 Chlorophyll-Arten, Chlorophyll a und
Chlorophyll b. Durch Chromatographie lassen sich diese Molekiile trennen. Chlorophyll a ist
blaugrin und Chlorophyll b gelbgrin gefarbt. Die Umwandlung von der b- in die a-Form
geschieht durch Oxidation. Chlorophyll a kommt in der Pflanze dreimal haufiger vor als
Chlorophyll b. Aus Meeresalgen konnte man das Chlorophyll ¢ und d isolieren (ROMPPS
1979).

Der Blattfarbstoff enthalt als Grundgerust das Porphyrin, das aus 4 miteinander verbundenen
Pyrrolringen besteht. Uber eine Methylestergruppierung ist ein Cyclopentenonring in das
Molekil eingebaut. Ein Phytol (ungesattigter Alkohol) ist tiber eine Carboxylgruppe mit dem
Porphyrinkomplex verbunden. Daneben enthélt das Porphyrin weitere Gruppen: 3 Methyl-
Gruppen und jeweils eine Ethyl-, eine Vinyl- und eine Aldehyd- bzw. eine weitere
Methylgruppe. Magnesium ist als Zentralion im Molekul gebunden (LATSCHA 1994).

Abb. 1 stellt die Chlorophylle a und b dar.

Der Blattfarbstoff Chlorophyll ist dem Blutfarbstoff H&moglobin sowohl in der Struktur als
auch in anderen seiner Eigenschaften dahnlich. Hdmoglobin besitzt ebenfalls die Struktur des

Porphyrins, statt Magnesium besitzt das Molekul Eisen als Zentralion.

R=CH; : Chlorophyll a
R=CHO: Chlorophyll b

Abb. 1: Chemische Struktur von Chlorophyll a und b
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Das Chlorophyll steht derzeit in der Erndhrungsforschung nicht im Fokus. Es gibt kaum
aktuelle Publikationen, wenn man von dem derzeitigen Interesse an dem Metaboliten
Phytansaure in der Milch (HELLGREN 2010) absieht, der aus Phytol stammt.

In der wissenschaftlichen Literatur konnten keine Studien zum Einfluss des Chlorophylls auf
den Sauren-Basen-Haushalt gefunden werden. In der populérwissenschaftlichen Literatur
wird jedoch behauptet, dass Chlorophyll ein hervorragender Puffer sei und gegen eine
,Ubersduerung” des Organismus wirke (ULMER 1997). Entsprechende Ernahrungs-
ergdnzungen befinden sich in groBer Zahl auf dem Markt. Chlorophylltabletten (z.B.

Stozzon®) werden auch gegen Mundgeruch und Kdrpergeruch angeboten.

Das Chlorophyll wird nach Verlust des Zentralions Magnesium zu Pheophytin. Dieser wird
bei der Photosynthese benétigt. KLIMOV (2003) beschreibt die Bedeutung des Pheophytins
im Photosystem |1 als ersten Elektronenempfanger und -transporter.

Die Menge an Pheophytin in Relation zu Chlorophyll ist in der Pflanzenzelle sehr gering
(<0,1%) (IGNATOV et al. 1994).

Pheophytin entsteht aber auch aus Chlorophyll unter dem Einfluss schwacher Sauren. Es kann
bereits bei der Konservierung von Heu entstehen (DAWSON und HEMINGTON 1974).
Dieses Chlorophyllderivat bildet sich auch im Pansen des Wiederkéduers. Dort wird
anschlieBend Phytansdure abgespalten, wodurch Photoporphyrin (friihere Bezeichnungen:
Phylloerythrin, Erythrophyllin) entstent (DAWSON und HEMINGTON 1974).

Dieses Stoffwechselprodukt des Chlorophylls stellt eine Base dar und ist in der Lage

2 Protonen aufzunehmen (BROSER und LAUTSCH 1951). CLARE (1955) beschreibt das
Phylloerythrin als das photosensibilisierende Abbauprodukt des Chlorophylistoffwechsels.
Photoporphyrin wird in gewissen Mengen von der Leber aufgenommen und (ber die Galle
ausgeschieden (FORD und GOPINATH 1974). Einer Hepatopathie oder Stdrung des
Gallenabflusses folgt eine Anreicherung von Phylloerythrin in der Leber, im Blut und
schlieBlich in der Haut. Eine daraus resultierende Photosensibilitat wird als eine hepatogene
bzw. sekundére Photosensibilitdt bezeichnet (STENGELMEIER 2002). Diese ist laut
STENGELMEIER (2002) die haufigste Ursache der UV Lichtempfindlichkeit bei Nutztieren
und Pferden.

Gelegentlich fuhren photoreaktive Pigmente (Porphyrine), Abbauprodukte des Hamoglobins, ebenfalls
zu einer Photosensibilitdt (FRANCO 1992).
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Die Ausscheidung von Photoporphyrin uber die Galle nach Aufnahme von Protonen konnte
einen zusatzlichen Weg der Saureausscheidung darstellen.

Wegen seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Hamoglobin wurde ein Einfluss des Chlorophylls
auf die Blutbildung untersucht. BURGI et al. (1919) vermuteten, dass bei Kaninchen die
Bildung von Hamoglobin vom Chlorophyll abhdngig sei. Bei einem Ftterungsversuch
konnte ein Zusammenhang zwischen Erholungszeit einer Andamie und dem Angebot an
Grinfutter nachgewiesen werden. Allerdings muss bedacht werden, dass zu dieser Zeit noch
nicht alle Vitamine bekannt waren, so dass zum Beispiel ein Vitamin der B-Gruppe (hthere
Aufnahme oder vermehrte Produktion im Darm bei Griinfutterung) ebenfalls an der besseren
Hé&matopoese beteiligt gewesen sein konnte. GRIGORIEW (1919) konnte die Ergebnisse von
BURGI et al. (1919) reproduzieren und wies eine starkere Wirkung von Pheophytin
gegenuber dem Chlorophyll nach.

FULTON (1922) fuhrte umfassende Studien uber die Beziehung zwischen Chlorophyll,
Hé&moglobin und anderen tierischen Pigmenten durch. FULTON glaubte, dass bestimmte
Organismen sogar in der Lage seien, Hdmoglobin aus Chlorophyll zu synthetisieren und
erstellte die Hypothese, dass Hamoglobin aus Chlorophyll in der Evolution entstanden ist.

Bis heute werden derartige Wirkungen von Chlorophyll auf die Blutbildung z.B. bei kranken
Kindern mit Thalassemia Major beobachtet (SINGH 2010). SINGH assoziierte die steigende
Héamoglobinkonzentration im Blut, die auffallend niedrigeren bendtigten Mengen und die
zunehmenden Intervalsperioden zwischen Bluttransfusionen wéhrend der Behandlung dieser
Kinder gegen Thalassemia Major mit der Wirkung von Weizengrastabletten.

GORDONOFF (1927) vermutete, dass Chlorophyll in der Leber und in der Milz gespeichert
wird. Bei Einnahme von reinem Chlorophyll konnte ein rot-fluoreszierender Urin beobachtet
werden. GORDONOFF (1927) konnte die Chlorophyllresorption im Korper nachweisen und
erklarte die Verfarbung des Urins durch die Beimischung eines Metaboliten des Chlorophylls,

der  dem Hé&matoporphyrin ~ sehr  &hnlich, aber  nicht identisch ist.
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Summary

Hay stabilizes urine pH in horses. It is unknown whether this is an effect of structure or of
chemical composition. In the present study 4 ponies (230-384 kg body weight [BW]) were fed
6 different diets with either a structure or a composition similar to hay with and without
acidifiers in a cross over experimental design in amounts to maintain body weight with the
following main compounds: Fresh grass (GRASS), alfalfa hay (ALF), grass cobs (COBS),
grass silage (SIL), straw (STR) or extruded straw (STRe) for 2 to 10 days. Urine pH was
measured in all trials, blood pH, blood base excess and bicarbonate as well as mineral balance
were determined in GRASS, ALF, STR and STRe. In the trials with straw and extruded straw
urine pH decreased significantly (STR control: 7.8+0.23, acidifier: 5.2+0.38) when acidifiers
were added, whereas in all other diets which were based on fresh or preserved green fodder
pH did not decrease below 7. Blood pH was similarly affected by diet and acidifiers.
Acidifiers had little effect on the preprandial blood pH, only in diet STR there was a
significant reduction compared to control. Postprandial blood pH was significantly reduced by
acidifiers in all diets. Blood bicarbonate and base excess showed corresponding effects.
Faecal and renal mineral excretion and apparent mineral digestibility were not systematically
affected by diet or acidifiers except for chloride. Chloride added as inorganic chloride salt had
an even better apparent digestibility than chloride originating from feed. Because only green
plant material stabilized acid base balance chlorophyll and its metabolites are discussed as

potential mediators of the effect of green fodder on acid base balance.

Introduction

Understanding the impact of nutrition on acid base balance is important for all clinical
conditions and working situations where acid base balance is affected, or where a shift of acid
base status might be beneficial. In cats, dogs and sows it was demonstrated that cation-anion
balance (CAB) in the food allows a reasonable estimate of the effect of the diet on acid base
balance and especially on urine pH (Kienzle et al. 1991; Behnsen 1992; Dobenecker et al.
1999, Janczikowski 2008). A previous study in horses showed that the type of feed interacts
strongly with the effect of CAB (Kienzle et al. 2006). In horses eating rations based mainly on
hay there was little effect of a low CAB on urine pH, while in horses eating rations based on
oats there was a strong acidifying effect of a low CAB. This was not an effect of large
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intestinal acidosis and — as a second study showed - it was unrelated to the Ca/P ratio in hay
versus oats (Kienzle et al. 2009). The question remains open whether the effect of hay on acid
base balance is related to the structure of hay or to other qualities of hay. An effect of
structure might be mediated by differences in the secretion into the gastro-intestinal tract such
as in saliva production, or it might be due to differences in the absorption of major minerals.
Such differences were postulated by Meyer et al. (1982) and (1992). To test for the effect of
structure in the present study hay was partly replaced by straw in one experiment, by an
extruded straw product and by grass cobs with a shorter structure in another one. The
hypothesis being that in case of an effect of structure the “buffering” quality would be lost in
the grass cobs and in case of another effect it might remain unchanged in the grass cobs. We
also checked whether fresh grass and grass silage had the same effect as hay. In addition

alfalfa hay as botanically different type of hay was tested.
Animals, Materials and Methods

Four adult ponies (230-384 kg BW) were available for the study. All rations were tested at
two different CAB levels using a cross-over experimental design. The ration with lower CAB
was called “acidifier”, the one with the higher CAB “control”. Ammonium chloride,
methionine, and mono calcium phosphate were used to shift CAB. CAB in the food was
calculated by the following equation: CAB (mmol/kg dry matter [DM]) =
49.9Ca+82.3Mg+43.5Na +25.6K-59P-28.2CI-62.4S (minerals in g/kg DM). All diets were
balanced for minerals and vitamins. Ca/P ratio was adjusted between 1:1 and 1.9:1. All diets
were fed with small amounts of oats into which mineral food and in case of “acidifiers” the
acidifying substances were mixed. Fresh grass (GRASS), grass silage (SIL) and alfalfa hay
(ALF) were fed as the only source of roughage. To prevent health and behaviour issues during
the experiment small amounts of hay were added to the diets grass cobs (COBS), straw (STR)
and extruded straw product (STRe). Table 1 gives the feed intake, table 2 the mineral content
in dry matter in the experimental diets. Intake of digestible energy (DE) amounted to
0.39+0.04 MJ DE/kg BW® " in the trial STR, and to 0.55+0.03 MJ DE/kg BW®" in all other
trials (Weende feed analysis and calculation of DE by Zeyner and Kienzle, 2002; data not
shown). Food was offered in 2 meals (8.00 a.m and 3.00 p.m.). Water was offered free choice.
The trials were planned to last for 10 days. During the first 7 days of the experiment urine and

faecal pH were measured. In the last three days of the experiment urine and faeces were
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collected completely, and frozen at -20 °C until analysis. The ponies were kept on a paddock
with rubber mats for several hours and urinated when they were allowed to return to their box
with saw dust bedding. Urine was then manually collected with a bucket. The rations were not
always completely eaten. In case of COBS and SIL all ponies stopped eating the acidified
ration after several days. In case of STR the ponies refused to eat all acidifiers. Consequently
these were reduced after a few days, resulting in a slightly differing CAB in this trial. One
pony did not eat the diet STR after 4 days trial. When the ponies stopped eating the respective
experiment was terminated for reasons of animal welfare. For these trials there are only data
on urine and faecal pH. We used the measurements of the last day with nearly complete feed

intake for evaluation. The last day is then indicated in the tables on the results.

Urine pH was measured with an electric pH-meter immediately after collection. Fresh faeces
were diluted with bidestilled water (1:5) and pH was measured 10 minutes after dilution with
an electric pH-meter. Buffer curves of urine from the trials GRASS and STR with and without
acidifiers were obtained using hydrochloric acid (1N) and sodium hydroxide (1N) to titrate
25ml urine in each case from its starting point to pH 4 and pH 9 adding each time 0,05-0,1ml
of the respective solution at room temperature with stirring. Urine pH was measured with an

electric pH-meter after each application of hydrochloric acid or sodium hydroxide.

Aliquot samples of fresh faeces were frozen immediately after collection, weighing and
thorough mixing. Faeces were lyophylized and ground for further analysis. For mineral
analysis wet digestion of dry feed samples, faecal samples and urine samples was carried out
in a microwave digestion unit. Calcium was determined by flame emission spectrography, and
phosphorus photometrically with ammonium molybdate and ammonium vanadate in HNO3
(Gericke and Kurmies 1952). Sulfur was determined by the LUFA Kiel, Germany using
Atomic Emission Spectroscopy in feed. Arterial blood samples were taken in all completed
trials (grass, alfalfa, straw and treated straw) before and 2 hours after feeding and were
immediately analysed for pH, bicarbonate and base excess; Siemens RAPIDLAB® 248. The
study was approved by the Regierung von Oberbayern, which is the proper authority

according to German laws on animal welfare (Tierschutzgesetz).

Mean and standard deviation of the urine pH, arterial pH, arterial bicarbonate, and arterial

base excess on the last day of each experiment were calculated. Comparison of means was
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carried out after 1-way ANOVA by the Holm-Sidak method in an all-pair wise multiple-
comparison procedure using the software Sigmastat 3.0 (SPSS). Pair-wise comparisons of two
groups such as before and after feeding or control versus acidified diet were carried out by
paired t-test. A p-value of < 0.05 was considered as significant. Simple linear regression was
calculated to describe a relationship between parameters.

Results

In the trials with straw and extruded straw urine pH decreased significantly when acidifiers
were added, whereas in all other diets, i.e. in all diets containing green fodder in a fresh or
preserved stage there was no significant effect (Table 3). The change of urine pH after
addition of acidifiers occurred within 2 or 3 days. Fig. 1 shows the urine pH of one horse in
two experiments with acidifiers during adaptation period and trial as an example.

When acidifiers were added to the diet the buffering curves of urine showed much steeper
slopes than in the control trials. There was, however, no systematic difference between the
slope of the curves from trials with mainly green fodder such as GRASS and from trials with
little green fodder, such as STR (fig. 2).

Faecal pH was significantly different between some rations and it was slightly and not
systematically affected by the acidifiers in some diets. A mean faecal pH of 6.5 was the
lowest value obtained (table 4). Blood pH, bicarbonate and base excess were affected by diet,
acidifiers and time of sampling. All postprandial means were significantly lower than the
corresponding preprandial means (tables 5, 6, 7). Acidifiers had little effect on the preprandial
blood pH, only in diet STR there was a significant reduction compared to control.
Postprandial blood pH was significantly reduced by acidifiers in all diets. Blood bicarbonate
and base excess showed corresponding effects. Neither renal nor faecal water excretion were
systematically affected by acidifiers (data not shown). Faecal calcium excretion was not
affected by the addition of acidifiers (data not shown). Figure 3 shows that faecal calcium
excretion was closely correlated to Ca intake. Even though calcium intake was similar the
excretion was higher in the group GRASS than in the group STRe both including controls.
Renal calcium excretion (y; mg/kg BW® ") was closely related to calcium intake (fig. 4).
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There was no significant effect of the addition of acidifiers, and there was no difference

between the diets GRASS and STRe with a similar calcium intake.

Faecal phosphorous excretion was not affected by the addition of phosphorus free acidifiers
(groups GRASS, STR, STRe). Faecal phosphorous excretion increased, however, in the diet
ALF where mono calcium phosphate was added from 230+12 mg/kg BW®" in the control
group to 331+28 mg/kg BW®" in the acidified group. This was reflected by an apparent
phosphorus digestibility of 22+6 % in the diet ALF with acidifiers compared to an apparent
digestibility of -1+6 % in the corresponding control. Apparent P digestibility was similar in
the diets STR (-4£13 %), and STRe (5.4£15 %). It was much lower in the group GRASS (-

30£12 %). The described differences were significant.

Renal phosphorous excretion was relatively low (range 1-28 mg/kg BW®™). When all horses
and diets were considered there was no significant effect. One horse, however, had a
significantly higher renal phosphorous excretion than all others, when a two-way ANOVA
with horse and diet as factors was carried out. In this case there were differences between
diets and also interactions between diets and horse (data not shown).

Magnesium metabolism (renal and faecal excretion) was not affected by the addition of
acidifiers. Therefore, data are not shown. There was no systematic effect of acidifiers on
faecal and renal sodium excretion, there were no significant differences between controls and
acidified diets (data not shown). Apparent potassium digestibility and renal potassium
excretion were not affected by urinary acidifiers (data not shown). Apparent digestibility of
chloride was higher in all diets with added ammonium chloride ranging from 97.1£0.48 in
diet STRe to 98.7+0.22 in diet GRASS. In the controls apparent chloride digestibility was
lowest in GRASS (92.5£2.11) and highest in ALF (95.4+0.58). Renal excretion of chloride

was closely correlated to apparently digested chloride (R*=0.85).

Discussion

The present study confirmed previous results, i.e. that the urine pH of horses eating

substantial amounts of fresh or preserved green fodder is unlikely to decrease below pH 7,
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whereas the urine pH of horses eating any other food as major compound of the diet can be as
easily acidified as the urine pH of omni- and carnivorous monogastric species (Kienzle et al.
1991; Behnsen 1992; Dobenecker et al. 1999). When diets based on hay were compared with
diets based on oats (Kienzle et al. 2006; Berchtold 2009) caecum acidosis due to microbial
starch fermentation in the caecum could not be entirely excluded as the cause for the
differences between hay and oats, even though faecal pH did not suggest caecum acidosis in
the oats diets. In the own study where straw based diets were compared to green fodder

caecum acidosis caused by starch fermentation is highly unlikely.

The effect of green fodder could be due to effects on true digestibility of major minerals, such
as a higher apparent calcium and lower apparent phosphorus digestibility, which would alter
the CAB of the absorbed anions and cations. In the present study as well as in the previous
studies (Sturmer 2005; Berchtold 2009) apparent digestibility of minerals was determined.
There was no systematic difference of apparent calcium and phosphorus digestibility between
diets with and without green fodder. A two-way ANOVA of all data on apparent calcium and
phosphorus digestibility of Stirmer 2005, Berchtold 2009 and the own data with the factors
green fodder (yes, no) and acidifiers (yes, no) did not show a significant effect of either green
fodder or acidifiers. There was no significant interaction. The same was true for magnesium
and potassium. For sodium there was a very low apparent digestibility with diet STR, but only
in the control group. Such an effect was not observed in other studies with straw (Schiele
2008; Lindemann 1982; Gildenhaupt 1979; Schmidt 1980; Mundt 1978). The reason is
unclear. The low apparent sodium digestibility in the control group is unlikely to have a
systematic effect on acid base balance. If the absorption of sodium was very low this would
rather have an acidifying effect than other way round. If the apparent sodium digestibility in
the control group is lower than in the acidified group then this is more likely to minimize than
maximize the differences between control and acidifiers. Apparent digestibility of chloride
was high in all trials, it was higher, when chloride originated from added chloride salts such
as ammonium chloride. There was, however, no systematic difference between green fodder
and other feed. This was true for the own study as well as for the literature (Stirmer 2005,
Berchtold 2009). In summary, differences in absorption of major minerals from green fodder

or other feed are highly unlikely to be the reason for the effect of green fodder on urine pH.
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Another explanation for the different effects of green fodder and other feed on urine pH might

simply be the buffering of urine. Titration of urine from the control groups resulted in

buffering curves with a broad buffering zone at approximately pH 6. This would be consistent
with a carbonate buffer. By contrast when urinary acidifiers were eaten the slope of the
buffering curves of urine was steep, indicating low buffering capacity. Presumably the
carbonate content of the urine was lower. There was, however, no systematic difference

between green fodder and STR or STRe.

This leaves the hypothesis that a component of green fodder which is still present after drying
and ensilaging causes the differences between green fodder and other feed. The effect on
urine pH might be mediated by the component itself, by microbial metabolites produced in the
gastro-intestinal tract or in the intermediary metabolism. Such a compound or metabolite
needs to be either alkalizing or buffering in the intermediary metabolism. This hypothesis is
strengthened by observations in rabbits eating rations containing either hay or grass meal.

Paulus (2010) failed to acidify urine of rabbits eating such rations.

A common denominator of green leaves is chlorophyll. Chlorophyll pigments are converted
into phaeophytins by loss of magnesium. This may already occur during feed conservation for
example during hay making (Dawson and Hemington 1974). The conversion of chlorophyll
into phaeophytin also occurs in the rumen of sheep. In the rumen phaeophytin undergoes
further rapid decomposition to phylloerythrin (Dawson and Hemington 1974). Some
phylloerythrin is normally absorbed into the portal circulation, removed by the liver and
excreted by the bile (Ford und Gopinath 1974). Phylloerythrin is a base and can accept two
protons (Broser and Lautsch, 1951). Thus the excretion of phylloerythrin via bile might help
the horse to excrete acid, and thus reduce the need for renal acid excretion. To our knowledge
there is no scientific literature on the effect of chlorophyll and its metabolites on acid base
balance. By contrast popular “natural” medicine accepts as fact that chlorophyll helps to
regulate acid base balance (Ulmer 1997). The hypothesis that chlorophyll acts stabilises acid
base balance of horses and presumably other monogastric herbivores should be tested in

further studies.
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Table 1: Feed intake in per kg BW® "

group CAB main feed Hay Oat NH,CI Methionine NaCl Ca(H,POy),
mmol/kg g DM/ kg g DM/ kg g DM/ kg g DM/ kg g DM/ kg g DM/ kg g DM/ kg
DM BWO7 BWO7 BW™ BWO" BWO" BWO" BWO"
GRASS acidifiers -174 31.20+1.56 - 4.67+0.23 1.18+0.06 0.39+0.02 - -
GRASS control 584 31.20+1.56 - 4.65+0.22 - - - -
ALF acidifiers 664 48.71+0.11 - 11.7740.03 | 0.80+0.00 - 0.23+0.00 | 0.80+0.00
ALF control 992 48.71+0.11 - 11.77+0.03 - - 0.23+0.00 -
STR acidifiers”? | -63t060 | 19.34+12.89 | 9.66x6.44 5.68+3.79 | 0.36+0.24 | 0.34+0.23 | 0.08+0.05 -
STR control 282 25.70+0.25 12.84+0.11 7.55+0.10 - - 0.07+0.05 -
STRe acidifiers -12 33.40+2.01 | 16.50+0.14 | 8.74+1.20 | 0.85+0.15 | 0.82+0.15 | 0.23+0.00 -
STRe control 470 34.70+0.30 | 16.50+0.14 | 9.81+0.09 - - 0.23+0.00 -

Y incomplete intake of salts, dose reduction
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Table 2: Mineral content in feed in g/kg DM

group Ca Mg P Na K Cl S
g/kgDM | g/lkgDM | g/lkgDM | g/lkg DM | g/kg DM g/kg DM | g/kg DM
GRASS | acidifiers 5.85 1.97 4.99 1.77 27.56 23.63 7.26
GRASS control 6.11 2.05 5.21 1.84 28.78 2.70 5.20
ALF acidifiers 11.91 2.99 6.84 2.04 23.35 13.0 1.48
ALF control 9.85 2.99 3.65 2.04 23.35 4.39 1.48
STR acidifiers” | 3.21+0.17 | 0.92+0.08 | 2.83+0.11 | 1.12+0.08 | 16.49+0.49 | 12.72+0.88 | 3.21+0.27
STR control 3.20 0.90 2.84 1.09 16.57 6.31 1.27
STRe acidifiers 431 1.13 2.62 2.93 19.38 16.60 5.14
STRe control 4.43 1.16 2.70 3.01 19.95 6.98 2.12

Y incomplete intake of salts, dose reduction
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Table 3: Effect of acidifiers on urine pH in horses in relation to diet (last day of experiment)

Acidifiers acidifiers Control control
group last day of experiment CAB urine pH CAB urine pH
mmol/kg DM mmol/kg DM
GRASS 10 -174 7.23+0.17a 584 7.58+0.23a
ALF 10 664 7.4+0.17a 992 7.73x0.22a
COBS 4 -109 7.6x0.4a 662 7.63+0.37a
SIL 2 -4 7.59+0.21a 840 7.91+0.31a
STRe 10 -12 6.81+0.53b 470 7.87+0.3a*
STRY 11/4 in 1 horse -63 to 60 5.2+0.38¢c 282 7.8+0.25a%**

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.001)
marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, * p<0.05;
*%* 0,001 )

Y incomplete intake of salts, dose reduction
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Table 4: Effect of acidifiers on faecal pH

acidifiers control
group N pH N pH
GRASS 40 6.7+0.23a 40 6.7+0.24a
ALF 44 7.0+0.23b 44 7.2+0.36b*
COBS 22 6.6+0.26ac 22 6.5+0.24c
SIL 10 6.7+0.32acd 10 6.5+0.17c*
STR 43 6.6+0.26¢ 50 6.5+0.22c
STRe 44 6.8+0.35d 44 6.8+0.27a

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.05)

*marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, p<0.05)
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Table 5: Effect of acidifiers on arterial blood pH in horses in relation to diet after at least one
week of adaptation

diet acidifiers control N
preprandial postprandial preprandial postprandial

GRASS 7.42+0.03% 7.39+0.01%* 7.44+0.01° 7.41+0.02° 4

ALF 7.44+0.01° 7.40£0.02%* 7.44+0.02° 7.43+0.03° 4

STR 7.37+0.03°* 7.36£0.02°* 7.43+0.01° 7.42+0.00° 3

STRe 7.42+0.03% 7.37£0.02%* 7.44+0.01° 7.41+0.02° 4

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.05)

*marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, p<0.05)
#Postprandial blood pH significantly lower than preprandial blood pH (paired t-test, p<0.05)

in all groups
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Table 6: Effect of acidifiers on bicarbonate concentration in arterial blood in relation to diet

after at least one week of adaptation

diet acidifiers control N
preprandial postprandial preprandial postprandial

GRASS 28.4+1.85% 23.3£0.39" 28.5+1.5% 26.5+0.97° 4

ALF 30.4+1.71° 28.23+1.94” 32.8+2.2° 30.9+2.09° 4

STR 23.9+1.55™ 21.0£2.87% 29.3+2.5° 27.8+1.6° 3

STRe 26.4%1.95% 23.620.9" 30.0£1.75° 27.6+1.58° 4

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.05)

*marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, p<0.05)
Postprandial blood bicarbonate significantly lower than preprandial bicarbonate (paired t-test,

p<0.05) in all groups
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Table 7: Effect of acidifiers on base excess in arterial blood in relation to diet after at least one
week of adaptation

diet acidifiers control N
preprandial postprandial preprandial postprandial

GRASS 3.70+1.49° -1.33+0.31° 3.95+0.74* 1.98+0.64° 4

ALF 5.28+1.54%" 2.38+1.72" 7.30+1.84° 5.40+2.18" 4

STR -1.13+1.53" -4.43+2.49% 4.20£1.76° 2.90+1.18° 3

STRe 1.73+1.297 -1.83+0.89" 5.00+1.52" 2.50+0.86° 4

Statistic Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one
way ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.05)

*marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, p<0.05)
#marks a significant difference between pre- and postprandial blood base excess (paired t-test,
p<0.05)
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Fig. 1: Changes of urine pH in one horse during adaptation and trial periods with acidifiers in
the diets GRASS and STR
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Fig. 2: Buffering curves of individual urine samples from the trials GRASS and STR with and

without acidifiers
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Fig. 3: Relationship between Ca intake (x; mg/kg BW®'®) and faecal
excretion (y; mg/kg BW®"): y= 101+0.39x; r*=0.72; n= 30
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1V. Diskussion

1V. Diskussion

A. Kritik der Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde der Urin aus Tierschutzgriinden beim spontanen Harnabsatz
aufgefangen. Um zu gewaéhrleisten, dass zum Zeitpunkt des Harnabsatzes auch tatsachlich
Harn aufgefangen werden kann, wurden die Pferde stundenweise auf Gummimatten gehalten.
Auf diesen setzten sie wegen des Spritzeffekts ungern Harn ab. Nach einigen Stunden wurde
der Zugang zum eingestreuten Bereich freigegeben. Die Pferde gingen dann in aller Regel in
diesen Bereich und setzten Harn ab, der auch vollstandig aufgefangen wurde. Diese Methode
der Harngewinnung wird am Lehrstuhl seit Jahren praktiziert. Es wurde dabei mehrmals
gezeigt, dass die Harngewinnung weitgehend vollstandig gelingt (STURMER 2005;
SCHIELE 2008; BERCHTOLD 2009). Die Messung des Harn-pH-Wertes erfolgte
unmittelbar im Anschluss. Wesentliche Verénderungen des pH-Wertes sind dabei
unwabhrscheinlich. Dieser war selbst in eingefrorenen und wieder aufgetauten Proben noch in
derselben GrolRenordnung wie im frischen Urin.

Die Versuche mit frischem Gras (GRASS), Luzerne (ALF) und extrudiertem Stroh (STRe)
konnten entsprechend dem Versuchsplan durchgefiihrt werden. Bei Stroh (STR) reduzierte ein
Pferd die Futteraufnahme. Deshalb wurden die Harnsduerer bei allen Pferden reduziert.
Trotzdem fraR das betreffende Pferd seine Ration auch anschlieBend nicht vollstandig und
musste deshalb aus dem Versuch genommen werden. Innerhalb der durchgefiihrten
Versuchstage zeigte dieses Pferd bereits eine deutliche Sauerung des Harns. Auch bei
Betrachtung der Ubrigen drei Pferde war eine signifikante Harnsauerung, zum Teil unter pH 6,
erkennbar. Dies zeigt, dass der Effekt bei dem Pferd mit reduzierter Futteraufnahme nicht auf
diesen Umstand zurlickzufiihren sein durfte. Dagegen spricht auch, dass in dem Versuch mit
Silage (SIL), bei dem ebenfalls nicht die ganze Ration gefressen wurde, keine Harnsauerung
auftrat. Dieser Versuch wurde nach zwei bis drei Tagen abgebrochen, weil die Pferde nicht
mehr frallen. Trotz hoher Zulagen an Harnsduerern, die letztlich zur Futterverweigerung
flhrten (auch bei separater Verabreichung mit einer Spritze wurde die Grundration nicht mehr
gefressen) kam es hier nicht zu einer Harnansduerung, sondern zu einem signifikanten
Anstieg des pH-Wertes verglichen mit einer vorher gefiitterten Heuration. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch in der Versuchsgruppe (Tag 0 pH 7,25+0,21, Tag 2 pH 7,59+0,21)
ermittelt werden. Dies spricht sehr dagegen, dass bei langerer Futterung doch noch eine
Harns&uerung eingetreten waére.
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B. Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Studie konnte die Ergebnisse vorhergehender Untersuchungen (STURMER
2005; BERCHTOLD 2009) bestatigen. Es konnte gezeigt werden, dass bei Rationen reich an
frischem oder konserviertem Griinfutter der Urin-pH-Wert vom Pferd auch bei Verfltterung
stark acidierender Zusétze nicht unter 7 sank. Bildet hingegen ein anderes Futtermittel die
Hauptkomponente der Ration, konnte der pH-Wert von Pferdeurin, wie bei anderen
Tierspecies, ob Alles- oder Fleischfresser (KIENZLE et al. 1991; BEHNSEN 1992;
DOBENECKER et al. 1999), angesduert werden. In den bisher vorliegenden Studien konnte
bei den kraftfutterreichen Rationen mit wenig grinem Pflanzenmaterial nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass der starkere sduernde Effekt der Zulagen mit einer
Dickdarmacidose zusammenhing, die bei kraftfutterreichen Rationen leicht entstehen kann.
Zwar wurden keine Kot-pH-Werte in einem Bereich gemessen, der auf eine Dickdarmacidose
hinweist, jedoch schlielt dies wegen der Lange des Verdauungskanals eine solche nicht mit
absoluter Sicherheit aus (KIENZLE et al. 2006; BERCHTOLD 2009).

In der eigenen Untersuchung kann bei den Rationen mit Stroh, bei welchen eine
Harnséuerung eintrat, eine Dickdarmacidose als hdchst unwahrscheinlich betrachtet werden.
Trotzdem trat eine Harnséuerung ein, wenn Harnséuerer gegeben wurden. Daher muss der

Effekt auf anderen Ursachen als einer méglichen subklinischen Dickdarmacidose beruhen.

Der ,,pH-stabilisierende” Effekt von griinen Pflanzen konnte in einer unterschiedlichen
wahren Verdaulichkeit verschiedener Mengenelemente, wie zum Beispiel einer hdheren
scheinbaren Calcium- oder einer niedrigeren Phosphorverdaulichkeit begriindet sein. Dadurch
ergébe sich eine Verschiebung der KAB der absorbierten Anionen beziehungsweise Kationen.
Nach MEYER et al. (1982 und 1992) weisen Calcium und Phosphor aus Raufutter (Heu) und
Kraftfutter - auch unabhéngig vom Ca/P-Verhaltnis - Unterschiede in der scheinbaren
Verdaulichkeit auf. Weder STURMER (2005) noch BERCHTOLD (2009) noch die eigene
Untersuchung konnten solche systematischen Unterschiede eindeutig bestdtigen. Eine
statistische Auswertung mittels two-way ANOVA der scheinbaren P- und Ca-Verdaulichkeit
aus Daten von STURMER (2005), BERCHTOLD (2009) und aus den eigenen Daten zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen Rationen mit, beziehungsweise ohne griine
Pflanzen und zwischen Versuchs- und Kontrollrationen. Eine Wechselwirkung wurde nicht
beobachtet. Eine Meta-Analyse von KIENZLE und BURGER (2011) zeigte, dass die wahre
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Verdaulichkeit von Calcium unabhéngig von Futtermittelarten ist. Der Effekt der Futtermittel
auf die scheinbare Verdaulichkeit ist daher mdglicherweise vor allem ein Effekt
unterschiedlicher Aufnahme von Calcium und Phosphor. Abb. 2 zeigt die eigenen Daten zur
Ca-Aufnahme und faecalen Ca-Exkretion im Kontext mit der von KIENZLE und BURGER
(2011) aus Schrifttumsdaten errechneten Regressionsgeraden zwischen diesen beiden

Parametern.
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0 100 200 300 400 500 500 700 800
Ca-Aufnahme
Abb. 2: Relation von Ca-Aufnahme zu faecaler Ca-Exkretion in den eigenen Untersuchungen
im Vergleich zu einer entsprechenden Regressionsgeraden aus der Meta-Analyse von
KIENZLE und BURGER (2011)

Auch bei der faecalen P-Abgabe gab es zwischen den eigenen Untersuchungen und den nach
KIENZLE und BURGER (2011) zu erwartenden Werten keinen systematischen Unterschied.
Dies galt auch fir Magnesium und Kalium.

Die Strohration zeigte in der Kontrollgruppe eine auffallig niedrige scheinbare
Natriumverdaulichkeit; dieses Bild konnte in anderen Studien mit Stroh, welche diese
Parameter bestimmten, nicht nachgewiesen werden (SCHIELE 2008; LINDEMANN 1982;
GULDENHAUPT 1979; SCHMIDT 1980; MUNDT 1978). Die Ursache dieser Abweichung
zu anderen Studien bleibt unklar. Wird weniger Natrium absorbiert, so misste die Ration
weniger alkalisierend wirken als aufgrund der KAB anzunehmen ist. Die Differenz zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe wirde dadurch eher abgeschwécht als verstarkt. Keinesfalls
kann dadurch ein Effekt der Harns&uerer vorgetduscht worden sein. Die scheinbare ClI-
Verdaulichkeit zeigte sich in allen Versuchen hoch, insbesondere wenn Chlorid der Ration
zugesetzt wurde (z.B. Ammoniumchlorid).
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I f‘bem‘iegend griines Futter

| Uberwiegend nicht griines Futter

Abb. 3: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zum Harn-pH- Wert von

STURMER (2005) und BERCHTOLD (2009) sowie der

eigenen Studie.
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V. Zusammenfassung

In vorangegangenen Studien zeigte sich, dass bei Pferden, die Uberwiegend Heu erhielten,
eine Anséuerung des Harns unter einen pH-Wert von 7 auch mit Hilfe von drastischen
Harnséuerern nicht moéglich ist. In der vorliegenden Untersuchung sollte Uberprift werden, ob
dieser Effekt des Heus auf die Struktur oder die chemische Zusammensetzung von Heu
zuruckzufiihren ist. Zu diesem Zweck wurden Futtermittel, welche entweder eine dhnliche
Struktur wie Heu und/oder eine dhnliche Zusammensetzung wie Heu aufweisen mit und ohne
Harnséuerer auf ihre Wirkung auf den Harn-pH-Wert und andere Parameter des Sauren-
Basen-Haushaltes gepruft. Flr die Untersuchungen standen vier Pferde zur Verfligung (230-
384 kg). Als Hauptbestandteil der jeweiligen Rationen wurde frisches Gras (GRASS),
Luzernenheu (ALF), Grascobs (COBS), Silage (SIL), Stroh (STR) oder extrudiertes Stroh
(STRe) gewahlt. Um die Aufnahme der Harnsduerer zu gewahrleisten wurden geringe
Mengen an Hafer zugegeben, aufRerdem musste aus Grunden des Tierschutzes bei den
Rationen STR, STRe und COBS etwas Heu zugegeben werden. Die zugeteilten Futtermengen
entsprachen dem Erhaltungsbedarf. Der Versuch verlief nach dem ,.cross-over* Modell,
jeweils zwei Pferde bildeten eine Gruppe. Der Versuchsgruppe wurden taglich Harnsduerer
(Ammoniumchlorid, Methionin, Monocalciumphosphat je nach Zusammensetzung der
Ration) verabreicht. Die Kationen-Anionen-Bilanz (KAB) wurde wie folgt berechnet:
KAB (mmol/kg TS) = 49.9Ca+82.3Mg+43.5Na +25.6K-59P-28.2CI-62.4S (g/kg TS). Die
KAB ist in Tab. 2 angegeben. Die Rationen wurden je nach Versuchsverlauf 2-10 Tage
verfittert. Die Versuche (COBS) und (SIL) wurden abgebrochen nachdem die Pferde der
Versuchsgruppe eine Futterverweigerung zeigten. Im Versuch (STR) wurden die Harnséuerer
von den Pferden nicht vollstandig aufgenommen. Daraufhin wurde die Harnséuerermenge in
diesem Versuch reduziert. Ein Tier verweigerte die Futteraufnahme auch bei reduzierten
Mengen an sduernden Zulagen, sodass bei diesem Pferd der Versuch abgebrochen wurde.
Harn- und Kot-pH-Wert wurden in allen, auch den verkirzten Versuchen bestimmt. In den
ubrigen Versuchen wurden auBerdem pH-Wert, Blutbicarbonat und der Basenexcess im Blut
analysiert sowie Mineralstoffbilanzen durchgefiihrt.
In allen Versuchsdurchgéngen mit erheblichen Anteilen an griinem Pflanzenmaterial konnte
der Harn-pH-Wert durch Harns&uerer nicht unter pH 7 gesenkt werden. Bei den Rationen
STR und STRe kam es dagegen zu einer hochsignifikanten Reduktion des Harn-pH-Wertes
durch Harnsduerer (Tab. 2). Der Kot-pH-Wert wurde durch Harnséuerer nicht systematisch
beeinflusst.
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Tab. 2: Einfluss von Harns&uerern auf den Harn-pH-Wert des Pferdes bei verschiedenen

Rationen (Messungen am letzten Tag des jeweiligen Versuchs)

Versuchsgruppe | Versuchsgruppe Kontrolle Kontrolle
Ration Letzter Tag KAB Harn-pH KAB Harn-pH
mmol/kg TS mmol/kg TS
GRASS 10 -174 7,23+0,17% 584 7,58+0,23a
ALF 10 664 7,4£0,17% 992 7,73+0,22a
COBS 4 -109 7,6+0,4a 662 7,6340,37a
SIL 2 -4 7,59+0,21a 840 7,91+0,31a
STRe 10 -12 6,81+0,53b 470 7,8740,3a*
STR 11/ bei 1 Pferd 4 -63 bis 60 5,2+0,38¢c 282 7,8+0,25a***

Mittelwerte in einer Spalte, die nicht mit demselben Buchstaben Uberschrieben sind

unterscheiden sich signifikant (einfaktorielle Varianzanalyse, Holm-Sidak-Test, p<0,001)

* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe

(paariger t-Test, * p<0,05; *** p<0,001 )

Der Blut-pH-Wert ging postprandial bei allen Rationen zurlick, wobei der Riickgang bei den

Rationen ohne griines Pflanzenmaterial besonders ausgepragt war. Entsprechend verhielten

sich Blutbicarbonat und der Basenexcess im Blut (Tab. 3). Die Veranderungen des Blut-pH-

Wertes lieRen sich praeprandial vor der nachsten Morgenmahlzeit nur noch bei STR zeigen.

Auch hier verhielten sich Blutbicarbonat und Basenexcess gleichsinnig (Tab. 3).
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Tab. 3: Einfluss von Harnsauerern auf den Basenexcess in arteriellem Blut des Pferdes bei

verschiedenen Rationen nach einer Anflitterungszeit von mindestens 7 Tagen

Ration Versuchsgruppe Kontrolle N
praeprandial postprandial praeprandial postprandial

GRASS 3.70+1.49° -1.33+0.31° 3.95+0.74* 1.98+0.64° 4

ALF 5.28+1.54%" 2.38+1.72" 7.30+1.84° 5.40+2.18" 4

STR -1.13+1.53" -4.43+2.49% 4.20£1.76° 2.90+1.18° 3

STRe 1.73+1.297 -1.83+0.89" 5.00+1.52" 2.50+0.86° 4

Mittelwerte in einer Spalte, die nicht mit demselben Buchstaben (berschrieben sind
unterscheiden sich signifikant (einfaktorielle Varianzanalyse, Holm-Sidak-test, p<0.05)

* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe
(paariger t-test, p<0.05)

# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen prae- und postprandiale Basenexcess-

Werte im Blut (paariger t-test, p<0.05)

Die faecale und die renale Ausscheidung sowie die scheinbare Verdaulichkeit der
Mineralstoffe wurden weder durch die Art der Ration noch durch die Gabe von Harnsduerern
systematisch verandert. Lediglich Chlorid zeigte eine héhere scheinbare Verdaulichkeit, wenn

es als Ammoniumchlorid zugegeben wurde als wenn es aus dem Futter stammte.
Als Erklarung der Wirkung von griinem Pflanzenmaterial auf den Sauren-Basen-Haushalt des

Pferdes wurde die Hypothese entwickelt, dass Chlorophyll und seine Metaboliten eine starke

Pufferwirkung austiben kénnen und eine Protonenausscheidung tber die Galle ermdglichen.
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VI. Summary

Previous studies showed that a reduction of urine pH in horses fed with large percentages of
hay in their diet is impossible. Urine pH did not decrease below 7, not even after the addition
of drastic acidifiers. The present study investigated whether a structural or a chemical quality
of hay causes the buffering effect. Feed either similar to hay in structure or in composition

were tested with and without acidifiers.

Four adult horses (230-384kg BW) were available for the study. The different types of feed
used as a major percentage of the ration were fresh grass (GRASS), alfalfa hay (ALF), grass
cobs (COBS), grass silage (SIL), straw (STR) and extruded straw (STRe). Small amounts of
oats were used to ensure the intake of the acidifiers. For animal welfare reasons, small
amounts of hay were added in the experiments STR, STRe and COBS. All rations were fed
for maintenance in a “cross over’ design with two horses in each group, one group
(experimental group) receiving acidifiers (ammonium chloride, methionine, mono calcium
phosphate depending on the composition of the ration) and the other only received the feed
without acidifiers (control group). Cation-anion-balance (CAB) in the food was calculated by
the following equation: CAB (mmol/kg dry matter [DM]) = 49.9Ca+82.3Mg+43.5Na
+25.6K-59P-28.2Cl-62.4S (minerals in g/kg DM). The CAB is shown in tab. 4. Experiments
were conducted for 2-10 days each. The experiments COBS and SIL were terminated after the
horses in the experimental group stopped eating. In the case of STR some of the acidifiers
were not completely eaten, therefore the amount of acidifiers was reduced. One horse did not
eat even after the reduction of acidifiers and therefore it was removed from the experiment.

Urine and faecal pH were measured in all trials. In the trials which were completed blood pH,

bicarbonate and base excess analyzed and balances of minerals carried out.

In rations based primarily on green plant material, urine pH could not be reduced below 7.
However, in the STR and STRe experiments, acidifiers reduced urine pH considerably
(tab. 4).

39



VI. Summary

Tab. 4: Effect of acidifiers on urine pH in horses in relation to diet

(measurements on last day of experiment)

acidifiers acidifiers control control
group last day of CAB urine pH CAB urine pH
experiment mmol/kg DM mmol/kg DM
GRASS 10 -174 7.23+0.17a 584 7.58+0.23a
ALF 10 664 7.4+0.17a 992 7.73+0.22a
COBS 4 -109 7.6+0.4a 662 7.63+0.37a
SIL 2 -4 7.59+0.21a 840 7.91+0.31a
STRe 10 -12 6.81+0.53b 470 7.87+0.3a*
STR 11/4in 1 horse -63 to 60 5.2+0.38c 282 7.8+0.25a***

CAB (mmol/kg [DM]) = 49.9Ca+82.3Mg+43.5Na +25.6K-59P-28.2CI-62.4S (minerals in
g/kg DM)

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.001)

* marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, *
p<0.05; *** p<0.001)

Blood pH was influenced by both the type of fodder and the addition of acidifiers.
Concentration of blood bicarbonate showed no significant changes in preprandial runs when
using acidifiers. Significantly low measurements concerning preprandial blood bicarbonate
could only be observed in the STR experiment. Postprandial urine pH was in all groups
receiving acidifiers lower than preprandial. Base excess and bicarbonate in blood showed an

analogue manner (tab. 5).
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Tab. 5: Effect of acidifiers on base excess in arterial blood in relation to diet after at least one

week of adaptation

diet acidifiers control n
preprandial postprandial preprandial postprandial

GRASS 3.70+1.49°7 -1.33+0.31" 3.95+0.74%" 1.98+0.64° 4

ALF 5.28+1.54%" 2.38+1.72" 7.30+1.84° 5.40+2.18° 4

STR -1.13+1.53” -4.43+2.49% 4.20+1.76° 2.90+1.18° 3

STRe 1.73+1.29°" -1.83+0.89" 5.00+1.52" 2.50+0.86° 4

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different (one way
ANOVA, Holm-Sidak-test, p<0.05)

* marks a significant difference between acidified diet and control diet (paired t-test, p<0.05)
# marks a significant difference between pre- and postprandial blood base excess (paired t-
test, p<0.05)

Neither the type of feed nor the addition of acidifiers had any systematic influence on renal
and faecal excretion and on the apparent digestibility of minerals. Only chloride added as
inorganic chloride salt had a better apparent digestibility compared to a ration with chloride

originating only from feed.

Feeding horses with fresh or preserved green fodder and observing the influences on the acid-
base-balance was the cause of developing a hypothesis of the buffering characteristics of

chlorophyll and its metabolites in the horse.
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