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Einleitung

1. Einleitung

Antimikrobielle Leistungsforderer finden seit mehreren Jahrzehnten Einsatz in der
Tierernahrung. Jedoch stol3t dieser Einsatz in der Tierhaltung seitens der
Verbraucher, aber auch zunehmend seitens der Wissenschaft auf immer groRer
werdenden Widerstand. Dieser Widerstand, beziehungsweise die Verbote von und
Verzichte auf antibiotische Leistungsforderer lassen das Interesse an alternativ
einsetzbaren Futterzusatzen wachsen, die auf einem ahnlichen Niveau die Leistung
der Nutztiere zu steigern vermodgen, ohne dabei negativ auf die
Resistenzentwicklung und die Ruckstandsproblematik zu wirken und Okologisch

vertretbar sind.

In China werden Seltene Erden seit mehreren Jahrzehnten zur Leistungs- und
Ertragssteigerung in der Landwirtschaft eingesetzt. Zu den Seltenen Erden gehéren
17 Ubergangsmetalle aus der 3. Nebengruppe des Periodensystems. Dabei handelt
es sich um die Elemente Lanthan, Scandium und Yttrium, sowie die Lanthanoide,
welche die 14 auf das Lanthan folgenden Elemente darstellen. Zahlreiche in China
durchgefuhrte Studien berichten von bemerkenswerten Leistungssteigerungen in
allen Nutztierkategorien und der Pflanzenproduktion. Ausgehend von der
Fragestellung, ob sich diese enormen Leistungssteigerungen auch unter westlichen
Bedingungen erzielen lassen, wurden in Deutschland einige Futterungsstudien mit
unterschiedlichen Gemischen von Seltenen Erden in den verschiedensten
Nutztierkategorien  durchgeflhrt.  Teilweise  konnten  ebenfalls  deutliche
Leistungssteigerungen erzielt werden. Der genaue Mechanismus, der den durch
Seltene Erden verursachten Leistungssteigerungen zugrunde liegt, ist dennoch
unklar. Da es bisher nur wenige westliche Studien gibt und in unserer Arbeitsgruppe
nur Seltene Erden in Chloridform eingesetzt wurden, sollte nun in der vorliegenden
Dissertation erstmalig Uberpruft werden, welchen Effekt Seltene Erden in Citrat-Form
auf Absatzferkel haben. Hierzu sollten im Rahmen eines Futterungsversuches der
Einfluss dieser organisch gebundenen Seltenen Erden auf verschiedene Leistungs-,

Serum- und Knochenparameter bestimmt werden.

In den bisherigen westlichen Studien wurde nur der Einfluss von Seltenen Erden auf

Schweine, Geflugel und Ratten untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollte nun
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erstmalig Uberpruft werden, ob ein Einsatz auch beim Wiederkauer maoglich ist und
sich positive Effekte auf die ruminale Fermentation feststellen lassen. Zu diesem
Zwecke sollte eine in vitro Studie an einem artifiziellen Pansen durchgefuhrt werden.
Hierzu sollte die Rumen Simulation Technique (RUSITEC), eine semi-kontinuierliche
Methode, die es ermoglicht Untersuchungen zur mikrobiellen Fermentation im

Pansen unter kontrollierten in vitro Bedingungen durchzufuhren, eingesetzt werden.
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2. Literaturubersicht

2.1. Leistungsforderer

Als Leistungsforderer im klassischen Sinn werden synthetisch (chemotechnisch)
oder fermentativ (Sekundarstoffe von Mikroorganismen) hergestellte Stoffe
bezeichnet, die bei leistungsgerechter Versorgung der Tiere mit allen essentiellen
Nahrstoffen den Futteraufwand fur die Erzeugung von Nahrungsmitteln tierischer
Herkunft, wie Milch, Fleisch, Eier und Wolle, verringern (GREIFE und
BERSCHAUER, 1988).

Die verschiedenen Leistungsforderer koénnen hinsichtlich ihrer Wirkungsweise
unterschieden werden. Dabei kann zwischen Stoffen mit vorwiegend antimikrobieller
Wirkung, Substanzen mit Wirkung auf den Intermediarstoffwechsel und sogenannten

LAlternativen Leistungsforderern® differenziert werden.

21.1. Leistungsforderer mit antimikrobieller Wirkung

Antimikrobielle Leistungsférderer (AML) wurden Uber 50 Jahre lang erfolgreich in der
Tierproduktion angewendet. Aufgrund der sensationellen Leistungssteigerungen
fanden AML schnell weite Verbreitung, wobei ursprianglich in der Tierernahrung die
gleichen Substanzen wie in der Therapie von Mensch und Tier eingesetzt wurden
(WANNER, 1999). Die deutliche Zunahme resistenter Bakterienstamme und die
wenig spater gemachte Entdeckung der Ubertragbarkeit von Resistenzen
(WATANABE, 1963) fuhrten zu den Empfehlungen des Swann-Reports (1969), nur
solche Stoffe als Leistungsforderer zu verwenden, welche keine oder nur geringe
therapeutische Bedeutung haben und nicht zu Kreuzresistenzen mit therapeutisch
eingesetzten Antibiotika flhren. Die Ausbreitung multiresistenter human- und
tierpathogener Bakterien wahrend der letzten Jahre hat die Diskussion Uber die
Risiken jeglichen Einsatzes antibiotischer Wirkstoffe generell neu belebt. Bereits
1999 wurde die Zulassung von sechs antimikrobiellen Leistungsforderern durch den

Agrarministerrat der EU widerrufen. Grinde waren die nicht auszuschlieRende

3
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Gefahr einer Resistenzentwicklung bei humanpathogenen Keimen und
toxikologische Bedenken bei den Chemobiotika Carbadox und Olaquindox
(KAMPHUES, 1999). Am 29.01.2001 einigten sich die 15 Agrarminister der EU-
Mitgliedstaaten in Brussel auf ein ganzliches Verbot von Leistungsforderern bis
spatestens 2006. Ziel der aktuellen Agrarpolitik ist die Minimierung von Antibiotika in
der Tierhaltung. Zur Zeit sind nur noch die vier antibiotischen Leistungsforderer
Avilamycin, Flavophospholipol, Monensin und Salinomycin in der Nutztierfutterung
zugelassen davon drei in der Schweinehaltung. Die Zulassung von Avilamycin im
Putenfutter wurde am 20. Februar 2003 durch den Rat jedoch um 10 Jahre
verlangert. In der Schweiz ist bereits seit dem 1. Januar 1999 der Einsatz jeglicher
antimikrobieller Leistungsforderer verboten. In Schweden besteht ein ahnliches
Verbot schon seit 1986.

Aufgrund des baldigen ganzlichen Verbots von antimikrobiellen Leistungsférderern in

der Nutztierhaltung wird auf eine eingehende Betrachtung dieses Themas verzichtet.

2.1.2. Stoffe mit Wirkung auf den Intermediarstoffwechsel

Das Wachstum wird Uber den intermediaren Stoffwechsel durch eine Vielzahl von
Hormonen beeinflusst. Als Leistungsforderer werden anabole Steroide, wie
Ostrogen, Progesteron und Testosteron als natirliche, sowie Zeranol,
Trenbolonacetat und Melengestrolacetat als synthetische Vertreter, exogenes
Somatotropin und Beta-Agonisten, wie Cimaterol, Ractopamin und Clenbuterol
eingesetzt. Da fur den Einsatz von Hormonen zu Mastzwecken in der EU keine
Zulassung besteht, wird von einer ausfuhrlichen Behandlung dieses Themas

abgesehen.

21.3. Alternative Leistungsforderer

2.1.31. Probiotika

FULLER (1989) definierte Probiotika als lebende mikrobielle Futterzusatze, die eine

vorteilhafte Wirkung auf das Wirtstier haben, indem sie das mikrobielle Gleichgewicht

verbessern. Nach JANSEN und VAN DER WAAIJ (1995) sollten als Probiotika
4
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solche Praparate gelten, welche das mikrobiologische und enzymatische
Gleichgewicht auf Schleimhauten verbessern oder Immunmechanismen stimulieren.
Nach SALMINEN et al. (1999) sind Probiotika mikrobielle Zellpraparationen oder
Komponenten von mikrobiellen Zellen, die einen positiven Effekt auf die Gesundheit
und das Wohlbefinden des Wirtstieres haben. Diesen letzteren Definitionen nach
wird jedoch nicht vorausgesetzt, dass Probiotika zwingenderweise im Gegensatz zu
der Definition von FULLER (1989) lebend sein mussen. Im Gegensatz zu Antibiotika
handelt es sich bei Probiotika nicht um mikrobielle Stoffwechselprodukte, die
selektive Wirkung besitzen, sondern um Mikroorganismen, die aufgrund ihrer
antagonistischen  Eigenschaften  bioregulativ in  die  Besiedlung des
Verdauungstraktes eingreifen konnen (GEDEK, 1993; GEDEK, 1994).

Probiotika werden schon seit vielen Jahren in der Tierernahrung eingesetzt. lhr
Einsatz wird Uber die EU-Richtlinie 70/524/EEC Uber Zusatzstoffe in der
Tiererndahrung geregelt. Zugelassene Zusatzstoffe sind in Anlage 3 der
Futtermittelverordnung vom 23. November 2000 (zuletzt aktualisiert am 9. Dezember
2003) aufgefuhrt. Danach sind 25 mikrobiologische Produkte zugelassen.
Uberwiegend handelt es sich dabei um Praparate mit Monokulturen. Die fiir die
jeweiligen Tierspezies zugelassenen Bakterienarten konnen Tabelle 1 enthommen
werden. Dabei handelt es sich nur um eine Ubersicht der Spezies. Oft unterscheiden
sich die zugelassenen Praparate nur durch unterschiedliche Stamme einer gleichen
Spezies, die aus verschiedenen Kulturensammlungen stammen. Diese Zulassungen

sind zeitlich befristet und unterliegen einer standigen Revision.



Tabelle 1: Ubersicht der fiir die jeweilige Tierspezies zugelassenen Probiotika nach Futtermittelrecht (2004)

Schwein Rind Geflugel Kaninchen
Kulturen
Ferkel Mast/Zucht Kalb Mast/Milch Mast Lege Mast Zucht

Bacillus cereus var. toyoi + + + + + + +
Bacillus licheniformis u.

, . + + + +
Bacillus subtilis (1:1)
Saccharomyces cerevisiae + + + + +
Enterococcus faecium + + + + +
Pediococcus acidilactici + + +
Enterococcus faeciumu. + +
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus casei u. +
Enterococcus faecium
Lactobacillus acidophilus +
Lactobacillus farciminis +
Streptococcus Infantarius u. N
Lactobacillus plantarum

JyoIsIaqnINjesa)
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Dem Tierfutter kdbnnen Hefen (Saccharomyces cerevisiae), Sporenbildner (Bacillus
spp.) und Darmbakterien (Enterococcus faecium und Lactobacillus spp.) mit der
Absicht hinzugesetzt werden, die Futterverwertung, die Wachstumsrate und die
Diarrh6e-Vorbeugung zu verbessern (ZANI et al., 1998; FULLER, 1999). Bei
monogastrischen  Nutztieren werden vorwiegend Milchsaurebakterien und
Sporenbildner eingesetzt. Produkte aus Hefen werden dabei sowohl bei
Monogastriern als auch bei Polygastriern verwendet.

Die Wirkmechanismen von Probiotika lassen sich generell in Interaktionen zwischen
probiotischen Keimen und anderen Mikroorganismen, sowie in die Beeinflussung des
Makroorganismus durch das Probiotikum gliedern (GORKE und LIEBLER-TENORIO,
2001).

Durch die Abgabe antibakterieller Substanzen durch probiotische Mikroorganismen,
wie auch durch die Bildung von Sauren oder Bacteriozinen auf andere im Darm
befindliche Mikroorganismen kann ein antagonistischer Effekt ausgelbt werden
(FULLER und GIBSON, 1997). Milchsaurebakterien zum Beispiel sind im Stande,
antimikrobiell wirksame Substanzen wie Acidolin, Acidophilin, Lactobacillin bzw.
Lactocidin zu bilden (SANDINE, 1979; STEWART et al., 1995).

Ein weiterer Mechanismus, der die Wirkungsweise von Probiotika erklaren kdnnte, ist
die sogenannte ,Kompetitive Exklusion®. Dies bedeutet, dass durch die Besetzung
von Anheftungsstellen der Glykokalyx mit den eingesetzten apathogenen Probiotika
diese fur eine Adhasion von pathogenen Keimen nicht mehr zur Verfugung stehen
(MURALIDHARA et al., 1973). Die Probiotika erflllen in diesem Fall eine
Platzhalterfunktion (FLACHOWSKY und DAENICKE, 1996), denn viele Organismen
werden, wenn sie nicht am Darmepithel haften kdnnen, durch die Darmperistaltik mit

den Ingesta fortgetragen und somit verdrangt.

Neben der Konkurrenz um die Adhasionsstellen wird noch eine weitere Konkurrenz,
und zwar eine um Nahrstoffe, beschrieben. Bakterien sind fur ihr Wachstum auf
Nahrstoffe und Energie angewiesen. Diese konnen entweder exogener, dies
entspricht vom Wirt aufgenommener Nahrung, oder endogener Herkunft, wie
abgeschilferte Epithelzellen oder Zellexkretionen, sein. Obwohl die Auffassung , dass
vor allem der Kampf um die Substrate die Zusammensetzung der Darmflora

bestimmt, grofRtenteils akzeptiert wird, konnte die letztendliche Mitwirkung der
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Nahrstoffe noch nicht geklart werden (OZAWA und FRETER, 1964; STEWART et al.,
1995).

Auch eine Immunmodulation durch Probiotika wird diskutiert (FULLER, 1989; ROTH,
1997). Durch Probiotika kann  die IgA-Sekretion  stimuliert, das
Cytokinsekretionsmuster modifiziert, die antigenen Eigenschaften eines Allergens
durch Proteolyse verandert, sowie die Darmpermeabiltitat normalisiert werden
(ISOLAURI et al., 1993; SUTAS et al, 1996; ISOLAURI et al., 2001). Nach
STEWART et al. (1995) steigern von Probiotika gebildete Hemmstoffe die
Wirksamkeit der Antikdrper des Wirtes.

Letztendlich scheinen die Auswirkungen der Probiotika auf den Organismus genauso
vielfaltig wie ihre Wirkungsweisen zu sein. Nach Untersuchungen von ZANI et al.
(1998) kann durch Zusatz von Probiotika die Durchfallrate bei Ferkeln um die Halfte
im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert werden. Auch beim Kalb kann durch
Zugabe von Lactobacillus und Streptococcus die Diarrhde-Inzidens deutlich
vermindert werden (FOX, 1988; ABU-TARBOUSH et al., 1996). GORKE (2000)
konnte Uberdies nach dreiwdchiger Verfutterung des apathogenen Sporenbildners
Bacillus cereus var. toyoi eine signifikante Verlangerung der jejunalen Zotten
feststellen. Ferner konnten einige Autoren eine Steigerung der Milchleistung bei
Kdhen verzeichnen (PIVA et al., 1993; KUNG, et al., 1997; WOHLT et al., 1998).

FREITAG et al. (1999) fanden bei der Auswertung verschiedener Studien, bei denen
probiotische Leistungsférderer eingesetzt wurden, verbesserte durchschnittliche
Tageszunahmen sowie im Durchschnitt einen verringerten Futteraufwand pro
Kilogramm Zuwachs (Tabelle 2). Die Effekte von Probiotika scheinen jedoch sehr

variabel.



Literaturtbersicht

Tabelle 2: Durchschnittliche relative Leistungssteigerungen in Prozent (Minimum bis

Maximum) durch den Einsatz von Probiotika (nach Freitag et al., 1999)

Probiotika| Tier n KGW-Zunahme Futterverzehr Futterverwertung
Ferkel 9 +5,2 0,2 =33
(-2,7 bis +24,3)  (-4,7 bis +8,1) (0 bis -7,3)
Milchsaure-| Mast- 4 +4,5 i -6,5
bakterien |schwein (+3,0 bis +6,7) (-5,5 bis -7,1)
+5,2 +3,3 -1,5
Kalb 15 53 pis +14,7) (-0,8 bis +14,4)  (+3,6 bis -7,9)
Kultur- Mastrind 4 +1,7 +0,3 -0,8
hefen (-4,3bis +7,2) (1,7 bis +2,3)  (+7,6 bis -4,7)
Ferkel 11 +3,6 +2,8 1.2
(-8,1 bis +13,6)  (-9,0 bis +16,1)  (+3,1 bis -3,8)
Bacillus- +6,4 -3,9
Aen | Kalb 13 4 6 bis +21,7) - (+1,9 bis -7,6)
, -3,5
Mastrind 5 (+2,5 bis +5,1) - -

n = Anzahl der bericksichtigten Studien

2.1.3.2.

Prebiotika

Der Begriff Prebiotika wurde zum ersten Mal von GIBSON und ROBERFROID (1995)
verwendet. Sie definieren Prebiotika als unverdauliche Nahrungsbestandteile, die
den Wirtsorganismus durch selektive Stimulation des Wachstums und/oder der
Aktivitat von einer Art oder bestimmten Anzahl im Kolon befindlicher Bakterien positiv
beeinflussen. Unter Prebiotika werden heute verschiedene Kohlenhydrate wie
kleine  Zuckeralkohole und Disaccharide

Oligosaccharide, Polysaccharide,

verstanden. Sie koénnen aufgrund ihrer spezifischen Bindungsform von den
korpereigenen Verdauungsenzymen nicht gespalten und daher erst, je nach
Kettenlange und Zusammensetzung, im hinteren Dunndarm oder in nachgelagerten

Intestinalabschnitten durch die Mikroflora verwertet werden.
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Um als Futterzusatzstoff prebiotisch verwendet werden zu koénnen, darf das
Prebiotikum in den oberen Partien des Gastrointestinaltraktes weder hydrolisiert
noch absorbiert werden. Weiterhin muss es ein selektives Substrat fur eine
eingeschrankte Zahl von Bakterien, die den Wirt positiv beeinflussen, darstellen,
sowie die Darmflorazusammensetzung positiv beeinflussen und von der Flora
metabolisiert werden (ROBERFROID, 1998). Anstelle der Zufuhr von lebenden
Mikroorganismen, wie es bei Probiotika der Fall ist, kommt es durch die Zufutterung
von Prebiotika zu einer spezifischen Forderung der bereits im Gastrointestinaltrakt
vorhandenen anwesenden gunstigen Bakterien. Bei der Fermentation entstehen
kurzkettige Fettsauren wie Acetat, Propionat und Butyrat. Dies fihrt zu einer pH-
Wert-Senkung der Darmingesta und erzeugt somit ungunstige Bedingungen fur
andere Mikroorganismen (BUDDINGTON, 2001), die potentiell pathogen sein

kénnen, wie zum Beispiel E.coli, Clostridien oder Salmonellen.

Mit dem Ziel, die Gewichtszunahme und den Gesundheitsstatus von Nutztieren zu
verbessern, werden in Japan Oligosaccharide schon seit Mitte 1980 dem Tierfutter
hinzugesetzt (FISHBEIN et al, 1988; MUL und PERRY, 1994). Einige Autoren
berichten von einer verbesserten Wachstumsleistung (BOLDUAN et al., 1993;
BUDDINGTON, 2001) und einer verminderten Diarrhée-Inzidenz unter Einsatz von
Prebiotika. Andere Wissenschaftler jedoch konnen keine oder nur geringe Effekte in
dieser Hinsicht zeigen (BREVES et al., 2001; MIKKELSEN et al., 2003). SCHOLZ-
AHRENS et al. (2001) konnten eine Stimulation der Absorption und Retention von
verschiedenen Mineralien wie Magnesium, Calcium und Eisen durch die
Verabreichung von Prebiotika wie Inulin, Oligofruktose und Glucooligosacchariden
zeigen. Bei der Verabreichung von Oligosacchariden an wachsende Schweine wurde
eine Zunahme der Mukosadicke im Kolon festgestellt (BREVES et al., 2001).
WIEMER (1999) beschreibt einen Rickgang der Salmonellenpravalenz von
Mastschweinen von 30 % bei Lactulosefutterung. Zudem konnten XU et al. (2003)
bei Broilern, die ein mit Fructooligosacchariden supplementiertes Futter erhielten,
signifikant erhdhte Tageszunahmen, verminderte E.coli-Zahlen in den Dunndarm-
und Ceacumsdigesta sowie eine Verlangerung der jejunalen und ilealen Mikrovilli

nachweisen.

Ein wichtiger Punkt, auf den beim Einsatz von Prebiotika geachtet werden muss, ist

die Dosierung, da es bei Uberdosierungen zu Unvertraglichkeitserscheinungen wie

10
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Flatulenz und Diarrhde kommen und dies letztendlich wiederum zu einer

Leistungsminderung fuhren kann.

21.3.3. Symbiotika

Unter Symbiotika versteht man die Kombination eines Probiotikum mit einem
Prebiotikum. Dieser Begriff sollte aber nur verwendet werden, wenn das eingesetzte
Substrat fur die verwendeten Mikroorganismen verwertbar ist (SCHREZENMEIR und
DE VRESE, 2001). Da das spezifische Substrat fur den Mikroorganismenstamm
schon verfligbar ist, kann das Uberleben und Ansiedeln verbessert (COLLINS und
GIBSON, 1999) und selektiv das Wachstum und der Stoffwechsel dieser den
Wirtsorganismus positiv beeinflussenden Mikroorganismen stimuliert werden
(GIBSON und ROBERFROID, 1995).

21.34. Organische Sauren und deren Salze

Bei sogenannten organischen Sauren handelt es sich um Carbonsauren. Sie
bestehen aus einem Kohlenstoffgerist mit einer uUber ein Alkyl gebundenen
Carboxylgruppe. Ihr Vorkommen in der Natur ist weit verbreitet. Sie sind sowohl
Bestandteil von Pflanzen als auch von tierischem Gewebe. Organische Sauren,
insbesondere Ameisen- und Propionsaure, werden schon seit Jahrzehnten in der
Tierernahrung zur Konservierung der Futtermittel genutzt, um sie vor mikrobiellem
Verderb zu schitzen (MEIXNER und FLACHOWSKY, 1990; LOWE, 1999).
Futtermittelrechtlich betrachtet fallen organische Sauren unter der Bezeichnung
,Konservierungsmittel“ in die Gruppe der Futterzusatzstoffe und sind als solche
zugelassen. Des Weiteren werden die organischen Sauren nicht nur zu futtermittel-
technischen Zwecken wie der Konservierung, sondern auch zu nutritiven Zwecken
eingesetzt. Organische Sauren verbessern die Wachstumsrate sowie den
Futterverzehr (KIRCHGESSNER und ROTH-MAIER, 1975) und zeichnen sich durch
eine verbesserte Futterverwertung aus (FALKOWSKI und AHERNE, 1984,
KIRCHGESSNER und ROTH, 1976; EDMONDS et al., 1985).

Nach KIRCHGESSNER und ROTH (1988) lassen sich drei Wirkungsbereiche

organischer Sauren und ihrer Salze unterscheiden:

11
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Im Futter fihren sie zu einer Absenkung des pH-Wertes und der
Saurebindungskapazitat, welche den antimikrobiellen Effekt und die Konservierung

des Futters erklaren.

Im Verdauungstrakt fihren sie durch die Ansauerung ( nur bei Saureeinsatz) zu einer
schnelleren Absenkung des pH-Wertes im Magen, der bei Absatzferkeln noch
limitierte Kapazitat zur Bildung von Saure besitzt. Es kommt zu einer vermehrten
Aktivierung von Pepsinogen zu Pepsin, welche somit eine Forderung der

Proteinverdauung zur Folge hat.

Auf den Stoffwechsel nehmen organische Sauren insofern Einfluss, als sie einen
betrachtlichen Energiegehalt (z.B. Propionsaure mit 20,7 MJ/kg, Ameisensaure 5,6
MJ/kg) aufweisen, der vollstandig metabolisiert wird und somit in die
Energieberechnung der Ration miteinbezogen werden kann. Durch die
antimikrobielle Wirkung kommt es auRerdem zu einer Verminderung der bei dem
mikrobiellen Proteinabbau entstehenden Stoffwechselprodukte wie Ammoniak und
biogenen Aminen, welche den Stoffwechsel belasten und damit wachstumsdepressiv
wirken konnen (ECKEL et al., 1992b).

Besonders effektiv ist die Saurewirkung auf die Magenfunktion bei Jungtieren.
Mischfutter besitzt eine hohe Saurebindungskapazitat. Ohne Ansduerung kann es
bei Absatzferkeln und Futterung von Mischfutter zu einer unzureichenden
Durchsauerung des Mageninhaltes und somit zu einer unvollstdndigen Verdauung
der Nahrung kommen und unerwlnschten Mikroorganismen eine
Vermehrungsgrundlage geboten werden (EIDELSBURGER, 1998).

Zu den in der Schweinefutterung gebrauchlichsten organischen Sauren zahlen
Ameisen-, Essig-, Fumar-, Milch-, Propion-, Sorbin- und Zitronensaure sowie zum
Teil auch deren Calcium-, Natrium- und Kaliumsalze (ROTH und WINDISCH, 2000).

Bei dem Einsatz von Monocarboxylsauren zeigten Ameisen-, Milch- und Sorbinsaure
eine ausgepragte Verbesserung der taglichen Zunahmen (8 % bis 27 %), eine
Steigerung der Futteraufnahme (7 % bis 16 %), sowie einen positiven Effekt auf die
Futterverwertung (1 % bis 9 %). Jedoch konnte bei Zusatz von Essig- und
Propionsaure nur ein geringer oder gar kein Effekt gesehen werden (BOLDUAN et
al., 1988a; ECKEL et al., 1992a; KIRCHGESSNER et al., 1995; ROTH et al., 1993).
Unter den Di- und Tricarboxylsauren zeigten vor allem die Zitronen- und die
Fumarsaure einen eindeutig positiven Effekt auf die Tageszunahmen (12% bis19 %),
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den Futterverzehr (5 % bis 10 %) und auch auf die Futterverwertung (5 % bis 7 %)
(BOLDUAN et al., 1988b; BROZ und SCHULZE, 1987; KIRCHGESSNER und
ROTH-MAIER, 1975; KIRCHGESSNER und ROTH, 1976). Nach ROTH und
KIRCHGESSNER (1998) konnen Dosierungen von 4,5 % Zitronensaure, 2,0 %
Fumarsaure, 1,2 % Ameisensaure, 1,6 % Milchsaure oder 2,0 % Sorbinsaure im

Futter als optimal betrachtet werden.

Zwei Probleme erscheinen beim Einsatz von organischen Sauren in hoheren
Dosierungen. Zum einen kann die Palatabilitat abnehmen, welches zu
Futterablehnung fihren kann (PARTANEN und MROZ, 1999). Zum anderen zeigt
angesauertes Futter korrosive Wirkung auf Zement und galvanisierten Stahl in
Schweinestallungen. Zur Minimierung dieser Effekte sollte nach BEST (2000) die
naturliche Pufferkapazitat evaluiert werden, um die minimale effektive Sauremenge
zu bestimmen und einsetzen zu kénnen. Eine weitere Moglichkeit zur Verringerung
der korrosiven Wirkung besteht darin, die Saure in einer Kapsel, die sich erst im

vorderen Verdauungstrakt auflost, zu verpacken (HEBELER et al., 2000).

2.1.3.5. Enzyme

Die Effizienz der Verwertung vieler Futtermittel (v.a. Getreide) wird haufig durch das
Vorhandensein von sogenannten Antinutritional Factors (ANFs) limitiert. Zu den
ANFs gehdren zum Beispiel Nicht-Starke-Polysaccharide (NSP) (BEDFORD, 1995).
Bei Nicht-Starke-Polysacchariden handelt es sich um eine Stoffgruppe, die von
Monogastriern nicht verwertet werden kann, da ihnen die zum Abbau erforderlichen
Enzyme fehlen. Zu den NSP gehoren v.a. die Zellulose sowie die (1-3)-, (1-4)- B-D-
Glycane und Pentosane, die insbesondere in den Zellwanden des Endosperms von
Gerste, Roggen und Weizen vorkommen. Nach HESSELMAN und AMAN (1986)
sind B-Glycane die Hauptbestandteile in der Zellwand des Endosperms und der
proteinreichen Aleuronschicht. (1-3)-, (1-4)-Glycane setzen sich aus [(-glycosidisch
verbundenen Glukosemolekulen zusammen und weisen neben den 1-4 zusatzliche
1-3 Bindungen auf. Pentosane bestehen hauptsachlich aus (1-4)-p-Xylanketten
(Hauptketten) und Arabinose-Einheiten (Nebenkette) und werden auch
Arabinoxylane genannt. Pektine, eine weitere wichtige NSP-Fraktion, kommen v.a. in

Nichtgetreide wie Soja, Raps und Sonnenblumen vor.
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Die antinutritiven Eigenschaften der NSP haben verschiedene Ursachen. Unldsliche
NSP kapseln als Zellwandkomponenten die Nahrstoffe ein und bilden somit eine
Barriere zwischen Verdauungsenzymen und Substraten. Dies wird als sogenannter
Kéafigeffekt bezeichnet (AMAN und GRAHAM, 1987; SCHURZ, 1997). Demzufolge
kénnen hochverdauliche Nahrstoffe wie Proteine, Starke und Fett nicht
aufgeschlossen werden. MURRAY et al. (1977) konnten zeigen, dass die NSP-
Fraktion in Futtermittel die Viskositat des Darmchymus erhoht. Dies beruht auf der
Eigenschaft eines hohen Quell- und Wasserbindungsvermdgens der NSP-
Verbindungen (JEROCH, 1991). Auf Grund der erhdhten Viskositat kommt es zu
einer reduzierten Durchmischung des Darminhaltes mit kdrpereigenen Enzymen und
zu einer herabgesetzten Diffusion von Substraten (FENGLER und MARQUARDT,
1988) sowie zu einer verlangsamten Passagezeit der Digesta (BEDFORD und
CLASSEN, 1992). Des Weiteren kann es durch die Verlangsamung der
Digestapassage zu einer Verschiebung des mikrobiellen Artenspektrums und einer
Zunahme der pathogenen Keime im Verdauungstrakt der Tiere kommen (BEDFORD
und MORGAN, 1996; CLASSEN und BEDFORD, 1991; SIMON, 1997; VAHJEN et
al., 1998). Der erhohte Wasseranteil im Gastrointestinaltrakt kann zu klebrigen
Exkrementen, gefolgt von verschlechterter Stallhygiene und einem Anstieg der
Mortalitat fihren (CHOCT et al., 1996; CLASSEN et al., 1985; ELWINGER und
SATERBY, 1986; ELWINGER und TEGLOF, 1991; THOMKE, 1972).

NSP-spaltende Enzyme koénnen zu einer Steigerung der Verwertung vieler
Futtermittel fuhren. lhr Einsatz bezweckt nicht nur die Verfugbarmachung der NSP
als Nahrstoffe, sondern vielmehr die Beseitigung ihrer oben genannten antinutritiven
Eigenschaften. Hierzu genugt ein partieller Abbau, also letztendlich ein Aufbrechen
der polymeren Struktur. In den von HABERER und SCHULZ (1998)
zusammengefassten Studien konnte durch Enzymzusatz in der Schweinefitterung
die Futteraufnahme um 0,7 % bis 2,8% gesteigert werden. Offensichtliche
Verbesserungen der Zunahmen konnten sowohl im Bereich der Vormast (4,2 % bis
10,5 %) wie auch im Bereich der Endmast (3,3 % bis 5,1 %) erzielt werden. Eine
Reduktion des Futteraufwandes wurde sowohl in der Vormast (1,7 % bis 7,4%) als
auch in der Endmast (2,4 % bis 3,3 %) verzeichnet. Zusammenfassend zeigten
CHESSON und STEWART (2001) eine durch Enzymgabe verursachte abnehmende
Diarrhée-Inzidens. Die in der Tiererndhrung vorwiegend eingesetzten NSP-

spaltenden Enzyme sind Cellulase, B-Glucanase und Xylanase.
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In der Schweine- und Gefllgelfutterung wird schon seit langem ein weiteres Enzym,
die Phytase eingesetzt. Rund zwei Drittel des pflanzlichen Phosphors sind als Phytat
gebunden. Dies kann nur durch Phytase, die im Magen-Darmtrakt von Geflugel und
Schweinen nicht vorkommt, gespalten und somit der Phosphor verfugbar gemacht
werden. Bereits 1971 konnten NELSON et al. eine verbesserte Phosphorverwertung
bei Huhnerkuken infolge eines Phytasezusatzes zeigen. Dies fuhrt zu einer
Reduzierung der Phosphorausscheidung und somit zu einer verminderten

Umweltbelastung.

Tabelle 3 stellt eine Ubersicht (ber die in der Tiererndhrung eingesetzten

Enzymgruppen, ihre Wirkung und ihren Haupteinsatz dar.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Futterenzyme und ihre Wirkung

Enzym Wirkung Einsatzbereich
Amylasen Starkeabbau zu Dextrin und Getreide beim Absatzferkel
Zucker
L Rohfaser in allen, besonders
Zelluloseabbau zu niedrigen .
Cellulasen . blatt- und stengelreichen
Verbindungen und Zucker .
Futtermitteln
Glucanabbau zu Roggen und Gerste
Glucanasen Oligosacchariden und ggen ; ’
v.a. bei Geflugel
Glucose
Pentosanasen Pentosanabbau Roggen, Wegen und G"e rste
bei Schwein und Geflugel
, Phytatreiche Rationen
Phytasen FrzlgﬁazduenngegeShaoz Phhoyrtsat (Getreide, Hulsen- und
9 P Olfrlichte)
Proteinasen Proteinabbau zu Peptiden verschiedene
und Aminosauren Proteinfuttermittel

2.1.3.6. Phytogene Wachstumsforderer

Bei den phytogenen Wachstumsforderern, die haufig auch als Phytobiotika
bezeichnet werden, handelt es sich um eine Vielzahl natirlicher Stoffe pflanzlicher

Herkunft. Hierzu zahlen Produkte wie Krauter, Gewlrze bzw. deren Extrakte. Gemalf}
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dem geltenden EU-Futtermittelrecht gehoéren sie zu der Gruppe der ,Aroma- und
appetitanregenden Futterzusatzstoffe, so dass sie derzeit zu diesem Zweck aus

futtermittelrechtlicher Sicht uneingeschrankt eingesetzt werden konnen.

Ebenso vielfaltig wie ihre pflanzlichen Inhaltsstoffe (Flavonoide, Terpene, Lignane,
Sulfide, Polyphenole, Carotenoide, Cumarine, Saponine, Phytosterole, Curcurmine,
Phthalide) sind ihre Wirkungsweisen (CRAIG, 1999; CHANG, 2000).

Atherische Ole kénnen je nach Geschmack und Geruch die Akzeptanz des Futters
verbessern und folglich die Futteraufnahme steigern. Des Weiteren kann die
antioxidative Wirkung einiger &therischer Ole Oxidationsprozesse im Futter
verlangsamen oder sogar verhindern, welches die Erhohung der Verdaulichkeit
fetthaltiger Futtermittel zur Folge hat (JONES, 2001).

Indessen fuhren bittere und scharfe Substanzen verschiedener Krauter und Gewurze
zu einer erhdhten Speichel- und Magensaftproduktion. Aufgrund der bitteren
Substanzen im Magen wird die Verdauung angeregt und die Gastrin- wie auch die
Pankreassaftsekretion stimuliert sowie die Magen- und Darmperistaltik erhoht
(MELLOR, 2000). Dabei nimmt die Aktivitat der Amylase zu. Diese Effekte fuhren zu
einer verbesserten Digestion der Nahrstoffe wie Proteine und somit zu einer héheren
Stickstoffretention, welches zu einer besseren Tageszuwachsrate fuhrt (DEDL und
ELSSENWENGER, 2000).

GleichermalRen ist es erwiesen, dass einige Extrakte antimikrobielle,
immunstimulatorische und fungizide Wirkung besitzen (AURELI et al., 1992; FARAG
et al., 1989; PASTER et al., 1990; PAI und PLATT, 1995; WEISBURGER, 1999).

Es wurden eine ganze Reihe von Mechanismen, Uber die &therische Ole ihre
antimikrobielle Wirkung ausuben, festgestellt. Am haufigsten jedoch kommt es zur
Zerstorung von  Zellwandstrukturen. Diese  Wirkung Dbeeintrachtigt den
Elektronentransport, die lonengradienten, die Phosphorylierung und weitere
enzymabhangige Reaktionen. Dies fuhrt dazu, dass die betroffenen Bakterien ihre
chemi-osmotische Kontrolle verlieren (ULTEE et al., 1999; COX et al., 2000;
DORMAN und DEANS, 2000).

Zur immunstimulatorischen Wirkung der verschiedenen Phytobiotika ist bislang
wenig an wissenschaftlich gesicherten Erkenntnissen zur Wirksamkeit verfugbar.
TURNER et al. (2002) konnten fur Knotentang (Ascophyllum nodosum) positive

Effekte hinsichtlich der Aktivierung von porzinen Alveolarmakrophagen belegen.
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Flavenoide, die in verschiedenen atherischen Olen vorkommen, weisen zudem eine
immunstimulierende Wirkung durch Steigerung der Phagozytenaktivitdt auf
(MELLOR, 2000).

Die leistungssteigernden Effekte jedoch, die bei verschiedenen pflanzlichen Stoffen
beschrieben werden, fallen heterogen aus. In Tabelle 4 sind einige publizierte
Versuche, bei denen verschiedene Phytobiotika zum Einsatz kamen, dargestellt.
GUNTHER und BOSSOW (1998) konnten unter Einsatz eines &therischen Ols des
»,Organum vulgare® eine Steigerung der Kdrpergewichtszunahme um 7,2 % und eine
Verbesserung der Futterverwertung von 9,1 % beobachten. Die weltweit in einer
Vielzahl angebotenen Oreganodle unterscheiden sich jedoch zum Teil erheblich in

ihrer Zusammensetzung und somit auch zwangslaufig in ihrer Wirkung.

Tabelle 4: Verschiedene in der Literatur angegebene Leistungssteigerungen durch
Phytobiotika

Substanz Dosis| Tier Effekte Autor
+8,4 %

Knoblauch 0,05% | Schwein| ‘vachstumsrate und | ;5 (1996

Verbesserung der

Futterverwertung

. - Verbesserungen um
rica dioca, 5o, | Mast 5-10% bei GRELA et al.
AQro rum’ repens ° | schwein | Futterverwertung und (1998)
gropy P Gewichtszunahmen
500 + 1.2 % .
Oreganod| / 9 | Absatz- | Wachstumsrate 9,1 % | GUNTHER und
9 Tonne ferkel verbesserte BOSSOW (1998)

Futterverwertung
Sanguinaria Schwein Verbesserung der HOPPENBROCK
canadensis Mastleistung (1998)
Krauterextrakte
gl\?;]%tigr;ar;?h?;ﬁusa, +32% Wachstumsrate

0

paniculata, Eclipta Schwein ?:’1 % verbesserte WH/EE;SS
alba, Phyllantus niruri utterverwertuln_g etal. ( )
und ,Terminalia -15,8 % Mortalitat
arjuna)
Krauterextrakte, Verbesserung der DEDL und
pflanzliche und Schwein | Futterverwertung und | ELSSENWENGER
atherische Ole Stickstoffretention (2000)
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geringe Verbesserung

VAN DER PEET-

gefriergetrockneter der Futterverwertung
Knoblauch und Ferkel und der SCHWERING und
e : SWINKLELS
Zimtol Gewichtszunahme, (2000)
reduzierte Mortalitat
atherische Ole Absatz- | keine Unterschiede | GOLLNISCH et al.
(Oregano, Nelke, L :
. ferkel | hinsichtlich Leistung (2001)
oder Kassia)
atherische Ole (Nelke | 100 g Broiler- signifikant niedrigerer
und Oregano/ / Kiiken Futterverzehr und HALLE (2001)
Oregano und Kassia) | Tonne Futteraufwand
atherische Ole
(Oregano, Nelke, 100 g Verbesserung der
Piment, Absatz- | Futterverwertung um
Zitronengrass, T0|{1ne ferkel | 2-7 % (signifikant bei WALD et al.(2001)
Pfefferminze, Pfefferminze)
Teebaum, Kassia)
+5,6 %
stherische Ole Schwein Gewichtzunahme und GEIER UND
verbesserte OSTER (2001)
Futterverwertung
+17 %
chinesischer o, | Absatz - | Gewichtszunahme
Rhabarber 0,25% ferkel +32% STRAUB (2003)
Futteraufnahme
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2.2. Seltene Erden

2.21. Stellung im Periodensystem und Einteilung

Zu den Metallen der Seltenen Erden, die im Englischen Rare Earth Elements (REE)
genannt werden, gehdren die chemischen Elemente der 3. Gruppe des
Periodensystems und die Lanthanoide. Dabei handelt es sich um die Elemente
Scandium (Ordnungszahl 21), Yttrium (39) und Lanthan (57) sowie um die 14 auf das
Lanthan folgenden Elemente Cer (58), Praseodym (59), Neodym (60), Promethium
(61), Samarium (62), Europium (63), Gadolinium (64), Terbium (65), Dysprosium
(66), Holmium (67), Erbium (68), Thulium (69), Yttberium (70) und Lutetium (71). Man
kann die Seltenen Erden weiter in die leichten, die auch als sogenannte Ceriterden
bezeichnet werden, mit den Elementen Lanthan bis Gadolinium und in die schweren
REE, die auch als Yttererden bezeichnet werden, mit Terbium bis Lutetium
(einschliesslich Yttrium) einteilen. Jedoch wird in keine dieser Gruppen Scandium
eingeschlossen (GSCHNEIDNER, 1978).

2.2.2. Geschichte

Entdeckt wurden die Seltenen Erden 1788 von dem finnischen Chemiker Gadolin in
den ,Yttererden®, einem Gemisch aus den schweren REE mit geringen Gehalten an
leichten REE. 1803 fand der schwedische Chemiker Berzilius die ,Ceriterden®, ein
Gemisch aus den leichten REE mit geringen Gehalten an schweren REE. Erst Mitte
des 19. Jahrhunderts erkannte man, dass es sich bei diesen ,Erden® um komplexe
Gemische verschiedener chemischer Elemente handelt, die wegen ihrer grossen

chemischen Ahnlichkeit nur schwer voneinander getrennt werden konnten.

Der Begriff ,Seltene Erden® ist eine eher unzutreffende Bezeichnung fur diese
Elemente. In der Tat sind Seltene Erden nicht so selten wie die Bezeichnung es
annehmen Iasst, da einige dieser Elemente haufiger in der Erdkruste vorkommen als
Blei, Arsen oder Molybdan. Das seltenste Element der Seltenen Erden, das Thulium,
kommt immer noch haufiger vor als Gold oder Platin. Eine Ausnahme hingegen stellt

Prometium, welches nicht naturlich vorkommt, dar. Der Begiff ,Erde” wurde friher in
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chemischem Sinne als Synonym fir Oxyde verwendet. Die Seltenen Erden wurden

in dieser Form entdeckt.

2.2.3. Vorkommen und Gewinnung

Ungefahr 80 % der weltweiten Ressourcen von Seltenen Erden liegen in China, das
auch den Hauptproduzent auf dem Weltmarkt darstellt, vor (BROWN et al., 1990;
PANG et al.,, 2002). Bei REE handelt es sich um lithophile Elemente, d.h. sie
kommen in der Natur an Sauerstoff gebunden (oxidisch, silikatisch, phosphatisch)
vor. Gemass der Oddo-Harkinschen Regel kommen die Elemente der REE mit
gerader Ordnungszahl haufiger als die mit ungerader vor. In basischen Gesteinen
kommen die REE dispers auf eine Vielzahl von Mineralien verteilt vor. In sauren
Magmatiten und insbesondere in hydrothermalen Lésungen kdnnen sie allerdings in
Nebengemengteilen stark bis in den Prozentbereich konzentriert sein. Uber 200
Mineralien, die Lanthanoide enthalten, sind bekannt. Zur kommerziellen Gewinnung
eignen sich jedoch nur wenige. Hohe REE-Anreicherungen sind in
Alkaligesteinskomplexen und Karbonatiten zu finden. Vor allem die Minerale
Bastnasit und Monazit, in denen sich eine Anreicherung von leichten REE findet, sind
von grossem wirtschaftlichem Interesse. Bastnasit lasst sich uberwiegend in China,
den USA, Zaire und auf Madagaskar finden (BLUME, 2001). Aufgrund geringer
Konzentrationen und hartem Begleitgestein ist die Gewinnung aus primaren
Monazitlagerstatten kaum rentabel. Aufgrund dessen nutzt man die durch
Verwitterungsprozesse entstandenen sekundaren Lagerstatten, die sogenannten
Monazitsande, welche vorwiegend in Westaustralien, Sudafrika, Brasilien, Indien,

Malawi, der Turkei und den USA zu finden sind.

2.2.4. Physikalische und chemische Eigenschaften

Aufgrund der sehr ahnlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften war es

in der Vergangenheit sehr schwierig Seltene Erden voneinander zu trennen. Sie sind

als Elemente silberfarben, ziemlich weich und liegen meistens in der hexagonal

dichtesten Kugelpackung vor. Die grosse Ahnlichkeit der Eigenschaften ist urséchlich

in der gleichen Besetzung der dusseren Elektronenhiille (5p°6s?) zu sehen. Die

verschiedenen REE unterscheiden sich nur durch das Aufflllen der 4f-Niveaus. Sie
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werden deshalb auch haufig als sogenannte F-Elemente bezeichnet. Infolge der
Abschirmung durch die aufReren Elektronenhuillen nehmen die 4f-Niveaus nicht an
chemischen Reaktionen teil. Einhergehend mit der Aufflllung der 4f-Niveaus nimmt
die Anzahl der Protonen in den Atomkernen zu. Dies fuhrt zu einer starkeren
Anziehung der Elektronenhullen durch den jeweiligen Atomkern. Demzufolge kommt
es zur Abnahme der Atom- und lonenradien der REE mit steigender Ordnungszahl,
was als Lanthanidenkontraktion bezeichnet wird (COTTON und WILKINSON, 1966).
Normalerweise kommen die Lanthanoide als dreiwertige Kationen vor. Selten treten
aber auch zweiwertige Formen von Sm, Eu, Tm und Yb sowie vierwertige von Ce,
Pr, Nd, Tb, Dy und Ho auf (EVANS, 1990). Sc**, Y**, La** und Lu®*" sind wegen ihrer
abgeschlossenen Schalen diamagnetisch, wahrend die restlichen Lanthanoid-lonen
Paramagnetismus aufweisen. Ausser Ce** und Yb®*" zeigen Lanthanoide sehr

scharfe Absorptionsbanden im sichtbaren und ultravioletten Bereich.

Von den Seltenen Erden werden hauptsachlich ionische Bindungen eingegangen.
Aufgrund ihrer ahnlichen chemischen Eigenschaften und lonenradien konnen
Lanthanoidionen Ca?*-lonen in vielen Strukturen isomorph ersetzen (BIRNBAUM et
al., 1970; EVANS, 1990). In Tabelle 5 sind die Haupteigenschaften von Lanthan- und
Calciumionen im Vergleich dargestellt. Weder Calcium noch Lanthan zeigen
signifikante kovalente Bindungen (EVANS, 1983). Jedoch konnen Seltene Erden
auch Komplexverbindungen mit Komplexzahlen von 6 bis 12 ausbilden, wobei
Chelatbindungen vorherrschen. In wassrigen Losungen bildet sich um die lonen der
Seltenen Erden eine Hydrathille aus (EVANS, 1990).

Tabelle 5: Eigenschaften von Calcium und Lanthanoiden (nach EVANS, 1990)

Eigenschaft Calcium Lanthanoide
Koordinationsnummer 6-12 6-12
Koordinationsgeometrie hochflexibel | hochflexibel
Donoratompraferenz O >>N>>S O>>N>>S
lonenradius () 1,00-1,18 0,86-1,22°
Bindungsart ionisch ionisch
Diffusionskoeffizient 1,34 1,30 (La)
Stabilisierung im Kristalfeld / unwesentlich

a: abhangig von der Art
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2.2.5. Biochemische Eigenschaften

Lanthanoide reagieren in vitro mit den verschiedensten Zellbestandteilen wie
Nukleoproteinen, Plasmaproteinen, Aminosauren, Phospholipiden, Enzymen,
intermediaren Metaboliten und inorganischen Phosphaten (DAS et al., 1988). Die
Beeinflussung biologischer Membranen durch Seltene Erden verlauft hauptsachlich
Uber membran-assoziierte Enzyme und neuromuskulare Funktionen. Obwohl Seltene
Erden in der Lage sind an Membranproteine zu binden, kénnen sie jedoch auch in
gesunde Zellen eindringen (EVANS, 1990).

Zum Einen konnen Lanthan-lonen die Mg?*-ATPase und die Cholinesterase
hemmen, zum Anderen jedoch die Kinase C aktivieren (WADKINS et al., 1998). In
Neuronen kénnen La**, Gd*" und Lu®*" in Konzentrationen von 100 nMol bis100 pMol
zur direkten Freisetzung von Neurotransmittern fihren (VACCARI et al., 1999) oder
die Ca*-abhidngigen Mechanismen dieser Freisetzung blockieren (PRZYWARA et
al., 1992; VACCARI et al., 1999). Des Weiteren sind Lanthanide im Stande, die Ca**-
ATPase im Sarkoplasmatischen Retikulum der Skelettmuskelfasern zu hemmen
(VAN DER LAARSE et al., 1995). La>* kompetitiert mit Ca®* um Bindungsstellen der
glatten intestinalen Muskulatur und hemmen somit deren Kontraktion (WEISS und
GOODMAN, 1963). REE hemmen nicht nur die Kontraktion der glatten Muskulatur,
sondern auch die der Muskulatur des Herzens (FAWZI und MCNEILL, 1985) und des
Skelettmuskels (HOBER und SPAETH, 1914).

Weiterhin konnte eine Steigerung der Zellproliferation sowie eine Induktion der
Apoptose unter Zugabe von Lanthanoiden beobachtet werden (SCHMIEDL et al.,
1995; WASSERMANN et al., 1996; GREISBERG et al., 2001). Der Mechanismus,
der diesen beiden paradoxen Effekten zugrunde liegt, ist bis heute noch nicht geklart.
LIU et al. (2003) berichten Uber ein Anschwellen der Mitochondrien, Uber eine
Zunahme der Membranfluiditdt und eine Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials sowie Uber eine Freisetzung von Cytochrom ¢ unter dem Einfluss

von Seltenen Erden.

2.2.6. Toxizitat

Die Seltenen Erden werden fur Saugetiere nur als sehr geringgradig toxisch

betrachtet (HALEY, 1979). Dabei hangt die Toxizitat der REE sehr von der
22



Literaturtbersicht

Verabreichungsform ab und variiert mit Geschlecht und Spezies der Labortiere
(BULMAN, 2003). Beispielsweise sind Ratten und Meerschweinchen weitaus
empfindlicher als Mause. Seltene Erden werden nur in sehr geringem Malke (1 % bis
10 %) aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert (DURBIN, 1956; JI, 1985; EVANS,
1990). Die akute letale Dosis (g / kg) fur verschiedene oral verabreichte Salze bei
Ratten reicht von 10 fur Lanthanacetat, Uber 4,5 fur Lanthannitrat bis 2,5 fur
Neodymiumnitrat (HALEY, 1979).

Die Toxizitat steigert sich wesentlich bei subkutaner, intramuskularer,
intraperitonealer und intravendser Verabreichung. So betragt die Verfugbarkeit von
Seltenen Erden nach intravendser Injektion nahezu 100 % und schon 10 bis
100 mg / kg fuhren zu einer LDsy (EVANS, 1990). Bei einer akuten Intoxikation mit
einer hohen Dosis an Seltenen Erden treten Ataxie, Krummen, angestrengte
Respiration, Zehenspitzengang mit gekrimmtem Ricken und Sedation auf
(ARVELA, 1977; HALEY, 1985). Die lonen der Seltenen Erden verschwinden
innerhalb eines Tages aus dem Blut, jedoch nicht aus den Organen, in denen sie
langer verweilen. In der Leber erreicht der Gehalt an Europium und Dysprosium sein
Maximum zwischen 8 und 24 Stunden und nimmt anschlieRend wieder stetig ab
(NAKAMURA et al., 1997). Bei intravendser Verabreichung von REE-Chloriden
konnten NAKAMURA et al. (1997) deren Akkumulation in der Leber (Uber 78 %), den
Knochen und der Milz nachweisen. Ceriterden akkumulieren hauptsachlich in der
Leber, wahrend die Yttererden sich vorwiegend im Knochen ablagern. Eine i.v.
Injektion von Seltenen Erden kann zur Bildung einer Fettleber fihren (KYKER et al.,
1957, SNYDER et al., 1959, 1960; MAGNUSSON, 1963). Nach einer Studie von
EAPEN et al. (1996) lagert sich Cer wahrscheinlich in Organen mit einem
Magnesiummangel, wie das Herz, ab. Dies kann moglicherweise als Ursache fur
eine kardiale Fibrose, die wiederum zu einer Kardiomyopathie flhren kann,
angesehen werden. KARTHA et al. (1998) konnten dies durch Verfutterung einer an
Magnesium reduzierten Diat und gleichzeitigem Angebot von Cer-Chlorid-haltigem
Wasser (1 g / L) nachvollziehen. Die Ausscheidung von REE erfolgt Gber den Urin,
die Galle und Uber die Wand des Gastro-Intestinaltraktes (MAGNUSSON, 1963).

Von verschiedenen Autoren wird das Auftreten einer REE-bedingten
Pneumoconiosis bei Arbeitern, wie Glas- oder Linsenpolierern und Filmvorfuhrern,
die Uber eine langere Zeit Partikeln von REE exponiert waren und diese

zwangslaufig inhaliert haben, berichtet. In diesen Personen akkumulierten grol3e
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Mengen von Seltenen Erden in Lunge, Leber, Niere und Nageln (SABBIONI, 1982;
SULOTTO et al., 1986; NEMERY, 1990; WARING und WATTLING, 1990; PORRU et
al., 2000).

Nach einer i.p. Applikation von einer hohen Dosis Gadolinium in Ratten konnte
anhand des Mikronukleus-Test und Knochenmarkszellen kein mutagenes Potential
festgestellt werden (TORITSUKA et al., 1999). Auch von JI (1985) konnten nach
oraler Verabreichung von REE-Nitraten weder Hinweise auf einen teratogenen, noch

auf einen mutagenen Effekt gefunden werden.

2.2.7. Verwendung

Aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften werden Seltene Erden in zahlreichen
Industriezweigen eingesetzt. 42 % der gewonnenen Lantanoide werden in der
Metallurgie verwendet. Aufgrund ihrer Reaktionsfreudigkeit mit Sauerstoff,
Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel werden sie in diesem Bereich als
Reduktionsmittel verwendet. Des Weiteren bewirkt ein Zusatz von Seltenen Erden
eine Verbesserung der Bearbeitbarkeit und Verformbarkeit von nichtrostenden
Stahlen. 26 % finden als Katalysatoren und Chemikalien ihren Einsatz. Im Glas- und
Keramiksektor werden 31 % eingesetzt. Lanthan verbessert in optischen Glasern fur
Linsen die Dispersion und die Brechzahl. CeO, wird als Poliermitteln von Glasern
eingesetzt. 1 % der REE werden in anderen Industriezweigen und in der Elektronik
wie beispielsweise zur Herstellung von Hochleistungsmagneten flir elektronische
Uhren oder Lautsprecher oder auch zur Herstellung von Supraleitern eingesetzt.
REE-Aluminosilikate (Zeolithe) werden vor allem in der Erddlindustrie zum Cracken
von Kohlenwasserstoff bendtigt. Neben diesen vielfaltigen Einsatzen werden Seltene
Erden auch in der Reaktortechnik verwendet (MORRAL, 1990; ADACHI, 1991). Auch
in der Medizin wurden Seltene Erden in der Vergangenheit vielfach eingesetzt
(ELLIS, 1977; EVANS, 1983). Antikoagulatorische, antiemetische, antituberkulose,
antiinflammatorische und auch antikanzerogene Wirkungen wurden beschrieben.
Ende 1970 wurde Cer-Nitrat als bakteriozides Mittel bei der Behandlung von
Verbrennungen entdeckt. Dessen Anwendung in Salben findet immer noch
befriedigende Wirkung bei Verbrennungen (BARRET et al., 1999), jedoch finden in
den anderen medizinischen Einsatzbereichen effektivere Mittel ihren Einsatz.
KRAMSCH et al. (1981) konnten durch orale Verabreichung von Lanthan eine
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Verminderung von arteriosklerotischen Ablagerungen im Bereich der Aorta
feststellen. Die Aorten der therapierten Affen zeigten deutlich geringere Mengen von
Kollagen, Elastin, Cholesterin, Kalzium und DNA. Leider fehlen aktuellere Berichte
uber die antiarteriosklerotischen Eigenschaften von Lanthan. Neuere Studien
berichten Uber die Einsatzmdglichkeiten von Lanthan-Carbonat als Phosphatbinder
bei Dialysepatienten. Lanthan-Carbonat hat sowohl in vivo wie auch in vitro eine
starke Phosphat-Bindungsfahigkeit (DAMMENT und WEBSTER, 2003). Die
Verwendung von Seltenen Erden in der Medizin ist jedoch heutzutage weitgehend
auf den Gebrauch von Gd** als Kontrastmittel beschrankt (BULMAN, 2003).

2.2.8. Einfluss auf Mikroorganismen

Der Einsatz hoher Konzentrationen Seltener Erden (im Bereich von 10 bis 102 M)
fuhrt zu einer Wachstumshemmung von Bakterien, Pilzen und Hefen. Niedrigere
Konzentrationen hingegen konnen stimulierend auf das Bakterienwachstum wirken
(MUROMA, 1958).

ZHANG et al. (2000) untersuchten die Wirkung von Cerium-Huminsaure und Cerium-
Citrat auf verschiedene Bakterienpopulationen. Bei Konzentrationen ab 102 Mol pro
Liter wird das Bakterienwachstum durch Cerium-Huminsdure gehemmt. Im
Gegensatz hierzu fuhrt Cerium-Citrat zu einer Stimulation des bakteriellen
Wachstums. Die ganzlich verschiedenen bakteriostatischen Resultate dieser Cerium-
Salze weisen darauf hin, dass die Verbindungen und chemischen Eigenschaften der
Komplexe vollig unterschiedlich sind. Je nach Art des Komplexes kann es also zu
einer Bakteriostase oder einer Wachstumsstimultation kommen. Je niedriger die
Stabilitdt von REE-Komplexen ist, desto grosser ist ihre antibakterielle Aktivitat
(ZHANG et al., 1999). Gram-negative Bakterien sind gegenuber hohen
Lanthanoidkonzentrationen wesentlich empfindlicher als Gram-positive (MUROMA,
1958). Generell sind jedoch Pilze empfindlicher als Bakterien (TALBURT und
JOHNSON, 1967).

Lanthanoide konnen an die Oberflache von Bakterien binden, wodurch es zu einer
Reduktion der Oberflachenladung kommt. Auf Grund der reduzierten
Oberflachenladung und der Bildung von Lanthanidbricken zwischen den
Oberflachen der Bakterien kommt es zu deren Aggregation (EVANS, 1990).

Lanthanoide konnen ausserdem zu einer Beeintrachtigung des bakteriellen
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Stoffwechsels, zum Beispiel durch Hemmung der Sauerstoffaufnahme, der

Kohlendioxidproduktion oder des Glucoseeinbaus, fuhren.

2.2.9. Einsatz in der Agrarwirtschaft

Neben ihrer Verwendung in der Industrie werden Seltene Erden seit ca. 40 Jahren in
der chinesischen Landwirtschaft als Dunger eingesetzt. Sie wurden bereits 1990 in
uber 20 chinesischen Provinzen verwendet (YU und CHEN, 1995). Chinesische
Wissenschaftler haben schon davor von ertragssteigernden Effekten in Uber 20
verschiedenen Feldfrichten und Baumen berichtet (ZHANG et al., 1988). Des
Weiteren wurde von einer Reihe von Effekten, wie der Zunahme des
Chlorophyligehaltes, schnellerer Entwicklung, gesteigerter Wurzelbildung und einer
besseren Fruchtfarbe z.B. bei Apfeln, Orangen und Wassermelonen berichtet
(BROWN et al., 1990). In Tabelle 6 sind weitere beschriebene Effekte und
Ertragssteigerungen von REE bei verschiedenen Feldfrichten dargestellt.

Tabelle 6: Effekte von REE bei der Produktion verschiedener Feldfriichte

Effekte
Feldfrucht Autor
Ertragssteigerung Qualitat
o -
Alfalfa +17 % + S % des 1000
Kornergewichtes PANG et al.
a0 +3-4 % (2002)
Banane +8-14% Zuckergehalt
Gerste +19%
MAHESWARAN
et al. (2001)
Weizen +11 %
290 +0,6 %
Orange +8-38% Zuckergehalt
Reis +5-10,3 %
WAN et al.
(1998)
Tomate +16 %
Wassermelone +22,9 % Erhohung des
Zuckergehaltes
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HONG et al. (1996) konnten in einer zehnjahrigen Studie den Ertrag von Weizen
durch Dingung mit 600 g Seltenen Erden jahrlich um 4 bis 10 % pro Hektar steigern.

In China werden verschiedene ldsliche Lanthanoiddunger zur Ertragssteigerung
verwendet. ,Nongle“ (NL), was soviel wie ,gllcklicher Bauer® heil3t, enthalt Seltene
Erden in Chloridform. ,Changle-Yizhisu® (CZ) besteht aus REE-Nitraten und bedeutet
Jfur immer glucklich®. ,MAR® enthalt Komplexe verschiedener Seltener Erden (La,
Ce, Pr, und Nd) und 17 Aminosauren. Diese Angaben stammen aus der

chinesischen Literatur und kénnen nicht weiter nachgepruft werden.

Die Aufnahme von REE erfolgt zumeist Uber die Wurzeln. Sie kann jedoch auch
durch Bespriihen der Pflanzenoberflache Uber das Blatt erfolgen (SUN et al., 1994).
Eine weitere Moglichkeit der Applikation besteht darin, die Saat direkt mit dem
Dunger zu vermischen oder sie in ihn einzutauchen (PANG et al., 2002). Die
Keimungsrate von Winterweizen kann durch Vermischen von 30-50 mg REE pro
Liter Saatgut um 8 % bis 19 % gesteigert werden (WU et al., 1984). Der Zeitpunkt
wie auch die Dosierung und die Art der Applikation sind je nach Fruchtsorte
verschieden. REE-Dinger mussen jedoch jedes Jahr eingesetzt werden, da sie

ansonsten keine weiteren Ertragssteigerungen erzielen kdnnen (PANG et al., 2002).

Pflanzen nehmen aus der Erde nur wenig Lanthanoide auf, auch wenn ihre
Umgebung hohe Gehalte an REE aufweist (LINSALATA et al., 1989). Nach HONG et
al. (1996) reichern sich die aufgenommenen REE vorwiegend in den Wurzeln (88 %
bis 90 %) an. Nur 10 % bis 12 % gelangen in Rinde und Stiel. Obwohl die Aufnahme
nur sehr gering ist, sind die leistungssteigernden Effekte der Seltenen Erden stark
dosisabhangig. Bei CHANG et al. (1998) steigerten Dosierungen von unter 1 g REE /
kg Boden den Ernteertrag, wahrend Dosierungen von 1 bis 2 g / kg Boden die Ernte
verschlechterten. Die Anwendungsart des jeweiligen Dungers spielt dabei angeblich
keine Rolle. Bei der Spruhapplikation auf die Blatter in Dosierungen von uber 0,1 %
treten toxische Effekte wie Verfarbungen und Nekrosen der Blatter sowie eine
verminderte Ernte auf (DIATLOFF et al., 1999).

Uber den exakten Wirkmechanismus ist man sich nicht im Klaren. Zahlreiche Studien
deuten daraufhin, dass es durch den Einsatz von Seltenen Erden bei Pflanzen zu
einer Stimulation der Absorption, des Transfers und der Assimilation von Nahrstoffen
kommt (PANG et al., 2002). NING und XIAO (1989) berichten von einer Steigerung
der Stickstoff-, Phosphor- und Kaliumabsorption um 16,4 %, 12,0 % bzw. 8,5 % bei
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REE-gedingtem Reis. Der Stoffwechsel von Pflanzen kann durch Dingung mit
Lanthanoiden signifikant erhoht werden. Die Nitrataseaktivitat wird deutlich
verbessert und die Transferrate von anorganischem zu organischem Stickstoff
erhdoht, was sich positiv auf Stickstoffbilanz und Proteinsynthese auswirkt. In
Untersuchungen von YANG und ZHANG (1986) konnte die Nitrataseaktivitat in
Winterweizen durch Lanthanoiddingung angeblich um 37% bis 75 % gesteigert

werden.

Durch Dungung mit Seltenen Erden kommt es angeblich auch zu einer deutlichen
Beeinflussung der Photosynthese. In einer Konzentration von 5 bis 20 mg pro Liter
kénnen Lanthanoide die Photosyntheserate von Tabakpflanzen steigern. Jedoch
kommt es bei einer Konzentration von tuber 50 mg pro Liter zu einer Hemmung der
Photosynthese. Des Weiteren flhrt Lanthan in niedrigen Konzentrationen zu einer
Stimulation der Photophosphorylierung im Chloroplast (CHEN et al., 2001). FASHUI
et al. (2002) konnten durch Diingung von Spinat mit Ce®** neben einer Steigerung der
Photosyntheserate auch eine Zunahme des Chlorophyll- und Chloroplastengehaltes
verzeichnen. Es liegt nahe, dass Ce® in den Chloroplast gelangt und an Chlorophyli

bindet, indem es Magnesium verdrangt.

Weiter wird behauptet, dass die Pflanzen eine erhdhte Widerstandskraft gegenuber
Krankheiten aufweisen. Insbesondere unter Stress kommt es angeblich bei
lanthanbehandelten Pflanzen zu einer Zunahme des Wurzelwachstums wie auch der
Biomasse (GUO et al., 1988).

2.2.10. Einsatz in der Tierproduktion

In China werden schon seit mehr als 40 Jahren Gemische Seltener Erden bei den
verschiedensten Nutztieren als Leistungsforderer eingesetzt (CHANG et al., 1998).
Eine Vielzahl von in China durchgefuhrten Studien berichten Uber enorme
Leistungssteigerungen und beachtliche Verbesserungen im Bereich der
Futterverwertung. Daneben werden auch Verbesserung der Qualitat tierischer
Produkte beschrieben. HU et al. (1999) konnten durch Einsatz von 600 mg Seltenen
Erden pro Kilogramm Futter eine Wachstumssteigerung bei Ferkeln von Uber 32 %
mit gleichzeitiger Verbesserung der Futterverwertung erzielen. Tabelle 7 bietet eine
Ubersicht der verschiedene Ergebnisse, die im asiatischen Raum erzielt werden

konnten.
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Tabelle 7: Einsatz von REE in der chinesischen Tierproduktion und ihre Effekte

. Dosierung der
Spezies REE Effekte Autoren
+3,9-8,85% LR
Legehenne 200 - 800 mg / kg WU et al. (1994)
+0,5-1,33gEG
300 mg / kg + 20,3 % GZ
. ZHANG und SHAO
Broiler 400 mg / kg +18,6 % GZ (1995)
500 mg / kg +6,6 % GZ
(0]
100 mg / kg +8% G2
. -8% FV
Schwein CHEN (1997)
+25 % GZ
130 mg / kg
-19% FV
65 mg / kg +6,3 % GZ
: XIE und WANG
Broiler 130 mg / kg +10,71 % GZ (1998)
195 mg / kg -0,09% Gz
+ o
200 mg / kg 3,97 % G2
- 1,66 % FV
+ 0,
Schwein 400 mg / kg 8,93 % Gz HU et al. (1999)
-4,65 % FV
+ o
600 mg / kg 32,34 % GZ
-11,29 FV
+ 13,26 % GZ
Schwein 100 mg / kg A XU et al. (1999)
- 8,50 % FV
_ +13,06 % GZ WANG und XU
Schwein 100 mg / k
979 -6,53 % FV (2003)

GZ = Gewichtszunahme
FV = Futterverwertung

LR = Legerate
EG = Eigewicht
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Bei LI et al. (1992) zeigten sich bereits beim Einsatz von 50 mg REE-Gemisch pro
Kilogramm Futter eine Verbesserung der Tageszunahmen um 9 % sowie eine um
8 % verbesserte Futterverwertung. Des Weiteren untersuchten sie den Einfluss von
Seltenen Erden auf die Verdaulichkeit der Rohnahrstoffe. Durch den Einsatz der
Seltenen Erden wurde sowohl die Verdaulichkeit von Rohprotein als auch die von
Rohfett um 8 % bzw. 15 % verbessert. Bei der Verdaulichkeit der Trockensubstanz
zeigten sich nur geringe Unterschiede. Neben einer signifikanten Verbesserung der
scheinbaren Verdaulichkeit von Rohprotein um 4,5 % bzw. 6,9 % bei Zufutterung von
400 mg bzw. 600 mg REE pro Kilogramm Futter bei Schweinen fanden HU et al.
(1999) auch eine Verbesserung der scheinbaren Verdaulichkeit von essentiellen und
nicht-essentiellen Aminosauren. Dabei konnte unter Einsatz von 400 mg REE pro
Kilo Futter die scheinbare Verdaulichkeit der essentiellen, nicht-essentiellen und
gesamten Aminosauren um 3,1 %, 3,4 % bzw. 2,0 % signifikant erhdht werden.
Ahnliche Werte lieBen sich auch bei der Zufitterung von 600 mg pro Kilogramm

erzielen.

In anderen Studien wurde der Einfluss von Seltenen Erden auf verschiedene
Serumparameter Uberprift. Sowohl bei den Hoéchstwerten (+ 103,4 %), wie den
Tiefstwerten (+88,9 %), als auch bei den Mittelwerten (+ 90,9 %) des
Wachstumshormons (GH) zeigten sich deutliche Erhdhungen. Ebenso fanden sich
bei den Werten von T3 und T4 Unterschiede. Desgleichen zeigten die Tiere hdhere
Tageszunahmen und eine verbesserte Futterverwertung (XU et al., 1999). In Tabelle
8 sind die genauen Werte dieser Studie aufgefihrt. XU et al. (1999) schlieen aus
den Ergebnissen, dass Lanthan sowohl die Synthese als auch die Sekretion von GH,

T3 und auch T4 stimuliert und somit die Verstoffwechselung am Zielorgan verstarken.
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Tabelle 8: Ubersicht der Ergebnisse des Versuchs von XU et al. (1999)

Tiere 60 Schweine
Dosis-REE 100 mg / kg
Gewichtszunahme + 13,26 %°
Futteraufnahme +5,43 %°
Futterverwertung - 8,50 %°
GH Héchstwert 103,36%"
GH Tiefstwert 88,88 %"
GH Mittelwert 90,91 %"
T3 +36,70 %"
T4 +28,96 %"
Glucose +19,72 %"
Gamma-GT + 67,27 %"

a=(p<0,01)

b = (p < 0,05)

Zur Leistungsforderung erfolgt die Verabreichung der Seltenen Erden oral. Entweder
werden die Seltenen Erden Uber Vormischungen in das Futter eingemischt oder im
Trinkwasser aufgelost. Dabei werden Oxide, Nitrate und organische Salze
verwendet. Problematisch erscheint jedoch ein Vergleich der verschiedenen Studien,
da die eingesetzten Mischungen groRtenteils unterschiedliche Zusammensetzung,
unterschiedlichen Reinheitsgrad, unterschiedliche Konzentrationen und

verschiedenste REE-Verbindungen aufweisen.

In den letzten Jahren wurden auch in der westlichen Welt verschiedene
Fltterungsversuche mit Seltenen Erden durchgefihrt, um nachvollziehen zu kénnen,
ob diese spektakularen Leistungssteigerungen auch unter westlichen
Haltungsbedingungen zu erzielen sind. Betrachtet man Produktivitat und
Futterverwertung liegen die in China eingesetzten Rassen meist hinter den
westlichen Hochleistungstieren weit zurtck (XIE et al., 1995). Erwiesenermalden
spielen des Weiteren Hygiene-, Haltungs- und Futterungsbedingungen bezuglich der

Wirksamkeit von Leistungsforderern in der Tiermast eine wesentliche Rolle. So
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konnen zuweilen deutliche leistungssteigernde Effekte nur unter suboptimalen

Hygiene- und Haltungsbedingungen erzielt werden.

Am Lehrstuhl fur Tierernahrung und Diatetik der tierarztlichen Fakultat der LMU
Munchen wurden in den letzen Jahren diverse Studien Uber den Zusatz von Seltenen
Erden in der Fltterung bei Schweinen, Broilern und auch Wachteln durchgefihrt. In
einem ersten Versuch mit Absatzferkeln konnten durch Zusatz verschiedener
Seltener Erden in Chloridform in Dosierungen von 150 mg bzw. 300 mg pro Kilo
Futter Gewichtssteigerungen zwischen 2 % und 5 % erreicht werden. Die
Futterverwertung konnte dabei um 3 % bis 7 % verbessert werden. RAMBECK et al.
(1999) konnten mit ihren Untersuchungen demonstrieren, dass durch den Einsatz
Seltener Erden auch unter ,westlichen Bedingungen® Leistungssteigerungen und
eine Verbesserung der Futterwertung zu erzielen sind. In einem weiteren Versuch
wurde erneut eine REE-Chlorid-Mischung eingesetzt und deren Wirksamkeit bei
Broilern und japanischen Wachteln in verschiedenen Dosierungen getestet. Es
konnten jedoch weder bei den Broilern noch bei den Wachteln Verbesserungen in
Aufzucht- und Legeleistung erzielt werden. Auch konnten durch die Analyse der
Darmflora weder qualitative noch quantitative Veranderungen der Zusammensetzung
der Mikroorganismengruppen des Intestinaltraktes durch die Supplementierung mit
Seltenen Erden festgestellt werden (SCHULLER et al., 2002). Sowohl in dem
vorausgegangenen Ferkelversuch von RAMBECK et al. (1999), wie auch in diesem
Wachtel- und Broilerversuch wurden Organe entnommen und auf ihren Gehalt an
Seltenen Erden hin untersucht. Dabei fand eine Akkumulation von Seltenen Erden in

den Organen nur in geringem Mal3e statt.

Untersuchungen einer weiteren Arbeitsgruppe konnten durch Zusatze verschiedener
Bindungsformen Seltener Erden in einem Mastversuch mit 308 mannlichen Broilern
Steigerungen in der Aufzuchtleistung der supplementierten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe von 2 % bis 7 % erreichen. Die Futterverwertung der mit REE-
Ascorbat gefutterten Gruppe war signifikant verbessert (HALLE et al., 2002). Im
Gegensatz zu den vorher beschriebenen Versuchen fiihrte bei BOHME et al. (2002a)
die Supplementierung von Schweinefutter mit verschiedenen Chloriden Seltener
Erden sogar zu einer Verschlechterung der Mastleistung um 1,1 % bis 3,6 %. Des
Weiteren flihrten BOHME et al. (2002b) Bilanzversuche mit Mastschweinen durch,
um zu Uberprifen, ob die Verdaulichkeit der Nahrstoffe in praxisiblichen Diaten

durch Zusatze verschiedener Verbindungen Seltener Erden beeinflusst werden kann.
32



Literaturtbersicht

Jedoch konnte fir keinen der Rohnahrstoffe ein statistisch gesicherter Einfluss der
Verdaulichkeit durch die verschiedenen Lanthanoidzusatze im Vergleich zur
Kontrollgruppe gesehen werden. Deshalb beruht nach Ansicht der Autoren die
ergotrope Wirkung der Seltenen Erden nicht auf einer Steigerung der
Nahrstoffverdaulichkeit, sondern erfolgt mdglicherweise Uber eine hdhere

Ausnutzung der Energie.

In einer weiteren Studie der Munchner Arbeitsgruppe wurden jedoch wiederum
signifikante Steigerungen der taglichen Lebendmassenzunahmen um 19 % (p< 0,05)
und eine hochsignifikante Verringerung des Futteraufwandes um 11 % (p< 0,01) bei
REE-Chlorid supplementierten Mastschweinen gefunden. Auch in deren
Aufzuchtsphase konnten verbesserte Leistungsparameter verzeichnet werden. Bei
den untersuchten Blutproben konnten jedoch lediglich bei dem Schilddrisenhormon
Trijodthyronin (T3) in der Aufzuchtphase signifikant niedrigere Werte nachgewiesen
werden (BORGER, 2003). EISELE (2003) verzeichnete ebenfalls bei REE-Chlorid-
supplementierten Schweinen in einem zwolfwochigen Versuch einen erniedrigten
Spiegel von Trijodthyronin (T3) und gleichzeitig eine Erniedrigung von Thyroxin (T4)
einhergehend mit einer 4 bis 5%igen Verbesserung der Tageszunahmen. Uberdies
konnte EISELE (2003) mit Schweizer Edelschweinen erstmalig in einem Feldversuch
die ergotrope Wirkung Seltener Erden zeigen. In einem Versuchsdurchgang uber 16
Tage betrug die Steigerung der Lebendmassenzunahme der mit 200 mg REE-
Chlorid supplementierten Tiere 3 % und die Futterverwertung verbesserte sich um
9 %. In einem zweiten Feldversuch Uber eine Dauer von 30 Tagen konnte eine um
10 % groRere Gewichtszunahme und eine um 2 % verbesserte Futterverwertung
verzeichnet werden. Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der ,westlichen“ Versuche

ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber westliche Fiitterungsversuche bei Nutztieren und die dabei

eingesetzte REE-Bindungsform

Spezies Bindungsform | REE-Dosierung Effekte Autoren
+2%GZ
M9 | L sery | RawsEck
Absatzferkel | REE-Chlorid °
+0-5% GZ et al. (1999)
150 mg / kg
-3-7 % FV
150 mg / kg
Broiler
300 mg / kg keine
Verbesserung
REE-Chlorid 75 mg/ kg in Aufzucht- Stcal;"-zlz_l(;gg
und '
Japanische Legeleistung
Wachtel 150 mg / kg
300 mg / kg
REE-Chlorid +5%GZ
REE-Nitrat +2 % GZ
Broiler 100 mg / kg HAL2LOEO§1‘ al
REE-Ascorbat +7 % GZ (2002)
REE-Citrat +6,5% GZ
REE-Chlorid -3,6 % GZ
REE-Nitrat -3,6 % GZ e
Mastschwein 100 mg / kg BO(I-ZIIEJ/IOEzgi al
REE-Ascorbat -3,4% GZ
REE-Citrat -1,1% GZ
+19 % GZ
Absatzferkel 150 mg / kg 11 0//0 y
REE-Chlorid ML BORGER
. +12 % GZ (2003)
Mastschwein 150 mg / kg
-3% FV
300 mg / kg +4-5% GZ
Schwein | REE-Chlorid s
+310%Gz | (2003)
200 mg / kg
-2-9% FV

GZ=Gewichtszunahme

FV=Futterverwertung
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HE et al. (2003) untersuchten den Einfluss von zugefitterten Seltenen Erden bei
Ratten und ihre Auswirkungen auf verschiedene Blutparameter. Sie setzten
Dosierungen von 75 und 150 mg REE-Chlorid pro Kilogramm Futter ein. Zwei
Gruppen erhielten in diesen Dosierungen 99%iges LaClzx6H20. Die anderen beiden
Gruppen erhielten in diesen Dosierungen ein REE-Chlorid-Gemisch, welches
hauptsachlich Lanthan, Cer und Praesodym enthielt. Auch bei den Ratten zeigten
sich ergotrope Effekte wie eine Verbesserung der Gewichtszunahmen von 4 % bis
7 %. Die Futterverwertung konnte um 3 % bis 11 % verbessert werden. Generell
lagen die biochemischen Blutserumparameter im physiologischen Bereich. Es
konnten keine  signifikanten =~ Veranderungen des  Gesamtcholesterins,
Gesamtproteins und Albumins festgestellt werden. Die Serumkonzentrationen von
Glucose waren jedoch bei den REE-supplementierten Tieren signifikant niedriger als
die der Kontrolltiere, wahrend der Kreatiningehalt erhdht war. Bis auf die Gruppe,
welche 75 mg des reinen Lanthans erhielt, wiesen alle supplementierten Gruppen
einen erniedrigten Gehalt der Gesamittriglyceride auf. Des Weiteren stiegen bei allen
supplementierten Tieren signifikant die Aktivitaten der Alanin-Aminotransferase
(ALT), der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alkalischen Phosphatase
(ALP). Des Weiteren bestimmten HE et al. (2003) die Gewichte von Milz und
Thymus. Diese wiesen jedoch nur geringgradigste Unterschiede auf. Eine Ausnahme
bildeten jedoch die Gewichte des Thymus der mit 150 mg Lanthan pro Kilogramm
Futter supplementierten Tiere. Ihr Gewicht war zwar um 20 % schwerer, dies jedoch

nicht signifikant.

2.2.11. Mogliche Wirkungsmechanismen

Der genaue Wirkungsmechanismus der Leistungssteigerung durch Seltene Erden ist
noch unklar. Auch in der chinesischen Literatur wird dariber wenig berichtet.
Generell werden zwei Wirkungsmechanismen diskutiert. Zum einen konnten Seltene
Erden Uber eine lokale Wirkung im Gastro-Intestinaltrakt zu den ergotropen Effekten
fuhren, zum anderen Uber eine Beeinflussung des Intermediarstoffwechsels. Die von
verschiedenen Autoren beschriebene sehr geringe Resorption der Seltenen Erden
aus dem Gastro-Intestinaltrakt (DURBIN, 1956; JI, 1985; EVANS, 1990) spricht eher
fur die lokale Wirkung. Einige Studien beschreiben eine Verbesserung der
Verdaulichkeit von Nahrstoffen sowie deren Verfligbarkeit (LI et al., 1992; XU et al.,
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1998), was jedoch durch die Studie von BOHME et al. (2002b) nicht bestatigt werden
konnte. Aufgrund ihrer bakteriostatischen Wirkung in hohen Konzentrationen und der
Eigenschaft, in niedrigen Konzentrationen das Bakterienwachstum zu stimulieren
(MUROMA, 1958), konnten Seltene Erden die Darmflora beeinflussen.
Untersuchungen von SCHULLER et al. (2002) konnten jedoch keine gerichtete
Beeinflussung der Mikroorganismenzusammensetzung und —anzahl im Intestinaltrakt

zeigen. Jedoch zeigte sich in diesem Versuch auch kein ergotroper Effekt.

Fir eine Beeinflussung des Intermediarstoffwechsels sprechen die in einigen Studien
gemessenen Veranderungen von Enzymaktivitdten und Hormonspiegel im Blut der
mit Seltenen Erden supplementierten Tiere. So fanden HE et al. (2003) signifikant
erhohte Aktivitaten verschiedener Leberenzyme und Xie et al. (1995) eine erhohte
Gluthationperoxidaseaktivitat, wahrend die Konzentration von Wachstumshormon
und Trijodthyronin ebenfalls erhdéht waren. Gleichzeitig wurde ein erniedrigter
Thyroxinspiegel gemessen. In anderen Studien zeigte sich jedoch ein signifikant
erniedrigter  Trijodthyroninspiegel (BORGER, 2003; EISELE, 2003). Die
Beeinflussung des Schilddrisenhormonstoffwechsels durch Seltene Erden ist noch
nicht aufgeklart. Generell kann man jedoch annehmen, dass durch starke
Veranderungen der  Schilddrisenhormonkonzentration der Energieumsatz

beeinflusst wird.

Ein weiterer denkbarer Wirkmechanismus ware die Beeinflussung von spezifischen
Zellfunktionen durch Seltene Erden. Lanthanionen kénnen Calciumionen in ihrer
Bindung ersetzen und somit eine Blockierung von Calciumkanalen verursachen
(EVANS, 1990). Nachweislich gehen Seltene Erden spezifische Bindungen mit
membranstandigen Proteinstrukturen wie der Adenylat-Cyclase (NATHANSON et al.,
1976), Insulin-Rezeptoren (WILLIAMS und TURTLE, 1984) und Acetylcholi-
Rezeptoren (RUBSAMEN et al., 1978) ein.

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung der Wirkungsweise stellt die immunstimulierende
Wirkung Seltener Erden dar. In niedrigen Dosierungen konnen Seltene Erden das
Immunsystem stimulieren (NI, 1995) und die Histaminsekretion von Mastzellen
steigern (FOREMAN und MONGAR, 1973), jedoch zeigt sich in hoheren
Dosierungen ein gegenteiliger Effekt. Der letztendlich fur die leistungssteigernden

Effekte verantwortliche genaue Wirkungsmechanismus ist bis heute nicht geklart.

36



Literaturtbersicht

2.3. Das RUSITEC-System

Prinzipiell kann zwischen drei unterschiedlichen Pansensimulationssystemen
differenziert werden. Zum Einen werden impermeable, geschlossene einfache
Behalter, in denen Pansensaft mit Futter gemischt und inkubiert wird, verwendet
(FAITHFULL, 1984). Zum Anderen werden semipermeable Systeme beschrieben, in
denen man versucht, die Absorption von Fermentationsprodukten durch die
Pansenwand nachzuahmen (GRAY et al., 1962). Au3erdem gibt es permeable oder
kontinuierliche Durchflusssysteme wie die Rumen Simulation Technique, kurz
RUSITEC genannt.

Das RUSITEC-System wurde 1977 von CZERKAWSKI und BRECKENRIDGE
entwickelt. Dem naturlichen Pansen entsprechend lassen sich auch in diesem
artifiziellen Pansen Kompartimente definieren, die jeweils eine spezifische Flora
aufweisen (KELLY, 1996). RUSITEC ist jedoch ein Pansen ohne Pansenwand. Ihm
fehlt das Kompartiment, das der Pansenwand mit den an der Schleimhaut haftenden
fakultativ anaeroben Bakterien, welche unter anderem Harnstoff spalten, entspricht
(CZERKAWSKI und BRECKENRIDGE, 1979). Substanzen kdonnen ihn daher nur in
Lésung oder sehr feiner Suspension durch den Uberlauf verlassen, oder in fester

Form manuell entfernt werden.

Dieses System wird in leicht verbesserter Weise heute noch betrieben. So wurde der
Effekt von leistungsfordernden Substanzen wie zum Beispiel Monensin auf ihren
Effekt auf die ruminale Fermentation im RUSITEC untersucht (WALLACE et al.1981;
JALC und LAUKOVA, 2002). WANG et al. (2001) untersuchten den Effekt von
Enzympraparaten auf die mikrobielle Proteinsynthese im RUSITEC. Des Weiteren
wurden verschiedene Futtermittel (KELLY, 1996), wie auch verpilzte Futtermittel
(HOLTERSHINKEN et al., 1997), Ketoseschutzmittel (MESSERLI, 1999), anionische
Futterzusatze (MULLER-OZKAN, 2002), oder auch Salze von Séauren (CARRO und
RANILLA, 2003) in diesem in vitro System untersucht. Mit diesem Modell lassen sich
Fermentationsstudien Uber mehrere Wochen durchfuhren und Ruckschlusse auf die
in vivo Verhaltnisse ziehen. Die Einsatzmdglichkeiten scheinen &auferst breit
gefachert. Zudem kénnen Substanzen in Dosierungen, die moglicherweise toxisch

sein konnten, eingesetzt werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Futterungsversuch mit Schweinen

3.1.1. Versuchsaufbau

Far den Futterungsversuch wurden 28 Absatzferkel gemastet. Die Tiere wurden in 4

Gruppen zu je 7 Tieren eingeteilt.
Gruppe 1 erhielt Basisfutter, ohne jeglichen Zusatz von Seltenen Erden.

Gruppe 2 erhielt das gleiche Futter, jedoch mit einem Zusatz von 50 ppm Seltenen
Erden-Gemisch (REE) in Citratform.

Gruppe 3 erhielt das Basisfutter mit einem Zusatz von 100 ppm Seltenen Erden-
Gemisch (REE) in Citratform.

Gruppe 4 erhielt das Basisfutter mit einem Zusatz von 200 ppm Seltenen Erden-
Gemisch (REE) in Citratform.

Die Schweine erhielten das Futter Uber einen Zeitraum von 41 Tagen. Dabei wurden
sie bis zur ersten Blutentnahme, welche am Tag nach der Einstallung erfolgte, mit
dem REE-freien Basisfutter restriktiv angeflttert. Nach der Blutentnahme erhielten
die Tiere restriktiv das jeweilige Versuchsfutter. Ab Tag 6 erfolgte die Futterung ad

libitum. An Tag 41 wurden alle Versuchstiere euthanasiert.

3.1.2. Versuchstiere

FUr den Versuch wurden 14 mannlich-kastrierte und 14 weibliche 4 Wochen alte
Absatzferkel der Kreuzung Deutsche Landrasse x Piétrain von einem

Ferkelerzeugerbestand bezogen.

Das durchschnittliche Gewicht der Tiere wurde vor dem Einstallen ermittelt und
betrug 8,6 kg. Nach dem Wiegen wurden die 28 Absatzferkel in 4

gemischtgeschlechtliche Gruppen, die aus jeweils 7 Tieren bestanden, eingeteilt.

38



Material und Methoden

Gruppe 1 und Gruppe 2 bestanden jeweils aus 3 mannlich-kastrierten und 4
weiblichen Ferkeln, wahrend Gruppe 3 und Gruppe 4 sich jeweils aus 4 mannlich-
kastrierten und 3 weiblichen Ferkeln zusammensetzten. Das durchschnittliche

Gruppengewicht betrug 60,27 kg mit einer Abweichung von + 0,07 kg.

3.1.3. Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden im Stall der Il. Medizinischen Tierklinik, Abteilung fur
Schweinekrankheiten der Ludwig-Maximilians-Universitat Manchen, gruppenweise
in einer jeweils mit Stroh eingestreuten Box, deren MaRe 1,30 x 2,50 m betrug,
gehalten. Sie hatten jederzeit Zugang zu einem Trankebecken. Zur ad libitum
Futterung befand sich ein Futterautomat mit rostfreiem Stahltrog (Fa. Schippers,
Kerken) fur 60 Kilogramm Futter und vier Fressplatzen in jeder Box. Der Stall wurde
mit Hilfe einer Heizung und Liftung auf 22°C temperiert. In der ersten Woche nach
der Einstallung war zusatzlich pro Box eine Rotlicht-Warmelampe angebracht. Zur

Beschaftigung der Tiere wurde in jeder Box eine Metallkette zum Bei3en aufgehangt.

Vier Lampen sorgten mindestens 8 Stunden taglich fur ausreichende Beleuchtung.
Die stallklimatischen Bedingungen wurden zu drei verschieden Tageszeiten an je 5
Punkten pro Box auf Russelhdhe gemessen, waren fir alle Versuchsgruppen gleich
und entsprachen der Verordnung zum Schutz von Schweinen bei Stallhaltung vom
18.02.1994.

Die Tiere wurden einmal taglich ausgemistet und neu eingestreut, anschlie3end

wurde direkt das Futter ruickgewogen.

3.1.4. Futter

3.1.41. Futterzusammensetzung

Das Versuchsfutter wurde 2 Wochen vor Versuchsbeginn im Mischraum des
Lehrstuhls fur Tierernahrung und Dietatik der LMU Mduanchen hergestellt. Dabei
wurden verschiedene Mischer (Fa. Gebr. Lodig) mit einem jeweiligen

Trommelvolumen von 8, 50 und 200 Litern eingesetzt. Die Zusammensetzung des
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Futters entspricht dem praxistblicher Diaten (gemass DLG-Futterwerttabellen flr
Schweine, 1991) auf Getreide- und Sojabasis (Tabelle 10)

Tabelle 10: Futtermittelzusammensetzung der Basisration

Futtermittel-Rohstoff | Menge (in %)
Gerste 31,68
Soja 44 22,00
Haferschrot 20,00
Weizen 20,00
DL-Methionin 0,10
L-Lysin-HCI 0,20
Calciumcarbonat 1,60
Cefkaphos 1,10
Natriumchlorid 0,30
Spurenelemente® 0,13
Sojadl 2,00
Maisstarke 0,10
Vitamine® 0,30
Ca-Proprionat 0,50
Summe 100,00

a: siehe Tab. 11
b: siehe Tab. 12

Sowohl die Vitamine als auch die Spurenelemente und die Seltenen Erden wurden
als Vormischungen in die jeweiligen Rationen eingebracht. Die Zusammensetzung
der Spurenelemente und der Vitaminvormischung sind in Tabelle 11 und in Tabelle
12 dargestellt. Die Menge des Zusatzes an Seltenen Erden ist in Tabelle 13
aufgeflihrt. Durch die auf Basis von Maisstarke hergestellten Vormischungen konnte
eine bessere Verteilung der Komponenten, die in kleineren Mengen zugesetzt
wurden, gewahrleistet werden. Nach dem Mischen wurde das Futter ohne

Dampfzusatz bei einer Temperatur von 70 °C zu 3 mm starken Pellets gepresst.
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Spurenelemente

Komponente Menge (in %)
Eisensulfat FeSO4* 7 H,O 39,84
Zinksulfat ZnSO4* 7 H,0O 32,00
Mangansulfat MnSO4* 7 H,O 12,40
Kupfersulfat CuSO4*H,0 15,71
Natriumselenit* 5 H,O 0,05
Summe 100,00

Tabelle 12: Zusammensetzung der Vitaminvormischung

Komponente Menge (in %)
Retinol (500.000 U Vit. A/g) 1,00
Cholecalciferol (500.000 IU Vit. Ds/g) 0,09
Tocopherol (Vit. E 50 %) 2,40
Menadion (Vit. K3 Reinsubstanz) 0,08
Thiamin (Vit. B1 Reinsubstanz) 0,08
Riboflavin (Vit. B2 Reinsubstanz) 0,25
Pyridoxin-HCI (Vit. B6 Reinsubstanz) 0,12
Cobalamin (Vit. B12 0,1%) 1,00
Biotin (D-Biotin 2%) 0,15
Folsaure (80%) 0,01
Calciumpantothenat (Reinsubstanz) 0,65
Ascorbinsaure (Vit. C) 3,00
Cholinchlorid (50%) 34,57
Nikotinsaure (Niacin) 1,80
Starke 54,67
Summe 100,00

Bei dem REE-Gemisch handelt es sich um organisch gebundene Seltene Erden, die
in Form von REE-Citraten vorliegen. Die Hauptelemente der Seltenen Erden sind
dabei Lanthan, Cer, Praseodym und Neodym. Die Aufteilung der Lanthanoide betragt
dabei 5,94 % Lanthan, 16,29 % Cer, 3,015 % Praseodym und 0,32 % Neodym. Bei

den restlichen Anteilen des Gemisches handelt es sich um Begleitmineralien, wie

41



Material und Methoden

Eisen-, Calcium-, Magnesium-, Thorium- und Natriumoxide, sowie um Sulfate und

Phosphate.

Tabelle 13: Zusatz an Seltenen Erden in den einzelnen Rationen in mg /kg Futter

Ration REE-Gemisch (mg / kg)
1 -
2 50
3 100
4 200

Der Gehalt an Rohnahrstoffen, Energie, Calcium, Phosphor, Natrium und
Magnesium sowie der essentiellen Aminosauren wird in den Tabelle 14 und in

Tabelle 15 beschrieben.

Tabelle 14: Gehalt der Ration an Calcium, Phosphor, Natrium, Magnesium und

essentiellen Aminosauren

Nahrstoff Gehalt (in %)
Calcium 0,970
Phosphor 0,630
Ver. Phosphor 0,310
Natrium 16,000
Magnesium 0,140
Lysin 1,072
Methionin 0,367
Methionin und Cystein 0,680
Tryptophan 0,187
Threonin 0,815
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Tabelle 15: Rohnahrstoff- und Energiegehalt der Basisration

Rohnahrstoff Gehalt (in %)
Rohprotein 18,05
Rohfett 4,36
Rohfaser 5,43
Rohasche 6,13
Trockensubstanz 88,3
Umsetzbare Energie 12,86 MJ/kg

3.1.4.2. Futterungstechnik

In den ersten 6 Tagen wurde den Absatzferkeln zweimal taglich Futter angeboten.
An Tag 1, vor der ersten Blutentnahme, wurde allen Tieren ausschliel3lich das
Kontrollfutter (ohne Zusatz von Seltenen Erden) in einer Tagesration von 100 g pro
Ferkel angeboten. Die Tagesration wurde anschlielend jeden Tag um 50 Gramm

gesteigert. Ab Tag 7 wurde schliel3lich ad libitum geflttert.

Das Futter wurde einmal taglich, immer zur selben Zeit und in der selben

Reihenfolge aus den Automaten genommen, rickgewogen und wieder aufgefullt.

3.1.5. Untersuchte Parameter

3.1.5.1. Gesundheitsstatus

Die Absatzferkel wurden vor dem Einstallen grundlich klinisch untersucht. lhr
Gesundheitsstatus wurde im Verlauf des Versuchs mehrmals taglich begutachtet und

einmal taglich protokolliert.

3.1.5.2. Futteraufnahme

Das Futter wurde vor dem Befullen der Futterautomaten gewogen. Dabei wurden 2

Kilogramm mehr als der Vortagesverbrauch eingeflillt. Im Abstand von 24 Stunden

wurden die Automaten entleert und das zurlckgebliebene Futter rickgewogen.
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Neben die Futterautomaten gefallenes Futter wurde aufgesammelt und ebenfalls
ruckgewogen. So konnte durch Subtraktion der rickgewogenen Futtermenge von der

Vortags eingefullten die aufgenommene Futtermenge errechnet werden.

3.1.5.3. Gewichtszunahme

Die Ferkel wurden beim Einstallen (Tag 0) sowie an Tag 5 und 6 zu Beginn der ad
libitum Futterung und anschlie®end 2 mal woéchentlich gewogen. Die Wagung fand
immer morgens zur gleichen Uhrzeit und am ersten und am funften Tag der

Versuchswoche statt.

3.1.5.4. Futterverwertung

Die Futterverwertung wurde nach jeder Korpergewichtsbestimmung aus dem

Quotienten aus Futteraufnahme und Gewichtszunahme bestimmit.

3.1.5.5. Bestimmung von Blutparametern

3.1.5.51. Blutentnahme

Ein Tag nach der Einstallung an Tag 2 sowie an Tag 16, 30 und 42 wurde venoses
Blut aus der Vena cava cranialis mit Hilfe von 9 ml Serum-Monovetten® (Fa.

Sarstedt) und 1,10 x 50 mm Einwegkaniilen Sterican®entnommen.

Die Gewinnung des Serums gelang durch Zentrifugation (10 Minuten bei 1500 x g)
nach Spontangerinnung des Blutes. Das auf diese Weise gewonnene Serum wurde
mittels einer Pipette (Fa. Eppendorf) in 2 ml Cups (Fa. Eppendorf) abpipettiert und
zunachst bei —80°C eingefroren, da die Proben nicht sofort untersucht werden

konnten.

3.1.5.5.2. Bestimmung der ALP im Serum
Die alkalische Phosphatase, im Folgenden ALP genannt, katalysiert die Hydrolyse

von Phosphatestern. Das Grundprinzip dieser Messung von ALP beruht auf der

Katalyse von:

p-Nitrophenylphosphat + H,O - p-Nitrophenol + Phosphat
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Bei der Reaktion wird das farblose Substrat (p-Nitrophenylphosphat) durch Hydrolyse
in das gelb gefarbte p-Nitrophenol Uberfuhrt, das durch Dissoziation in das Anion und
ein Proton eine weitere Farbvertiefung (Bathochromie) erfahrt. Die enzymatische
Produktion von Nitrophenol kann direkt aus der zeitlichen Zunahme der Extinktion bei

405 nm im Spektralphotometer bestimmt werden.

Hierfur wurden 1 ml des Puffers B in 1,5 ml halbmikro PS Einmal-Kivetten
(Plastibrand®) pipettiert und in einem Heizblock auf 37°C erwarmt. Die tiefgefrorenen
Serumproben wurden ebenfalls auf 37°C erwarmt. AnschlieRend wurden 20 ul des
Serums in die Klvette hinzupipettiert, kurz vermischt und die zeitliche Zunahme der
Extinktion bei 405 nm im Spektralphotometer GENESYS 10 UV (Fa.
ThermoSpectronic) mit einer Vorlaufzeit von 30 Sekunden Uber 4 Minuten lang jede
Minute gemessen. Pro Probe wurde ein Doppelansatz durchgefuhrt und der

Mittelwert bestimmt.

Puffer A:

23,30 ml Alkaline Buffer Solution 221 (Sigma Diagnostics Inc.)
74,44 mg EDTA (ICN)

42,89 mg Magnesiumacetat (Fa. Merck)

28,75 mg Zinksulfat (Fa. Merck)

Puffer B:
148,4 mg p-Nitrophenylphosphat (ICN)

25 ml Puffer A

3.1.5.5.3. Bestimmung des Zinkgehaltes im Serum

Der Zinkgehalt im Serum wurde mittels die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
ermittlelt. Das Prinzip basiert auf der Eigenschaft von Atomen, dass ein Elektron,
welches durch Energiezufuhr von auflen von seinem Ausgangszustand auf ein
energiereicheres Niveau angehoben wurde, genau diejenige Wellenlange absorbiert,
die es selbst aussendet. Bei Verwendung eines Flammenabsorptionsspektrometers

wird die fur die Atomisierung notwendige Energie durch eine Flamme erzeugt. Feine
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Tropfchen der Probe werden dabei in eine Brenngas/Luft-Flamme gesaugt und damit
die vorhandenen Elemente in den atomaren Zustand udberfuhrt. Die Atome
absorbieren die Strahlung der korrespondierenden  Wellenlangen, die
Hohlkathodenlampen beinhalten das gesuchte Element und analysieren das
einzigartige Linienspektrum. Hierzu wird der durch eine Hohlkathodenlampe
hervorgebrachte Lichtstrahl vor Durchtritt durch die atomarisierten Elemente halbiert,
wobei nur eine Halfte durch den Atomnebel (Atomnebelstrahl) gefuhrt, die andere in
Form eines Parallelstrahls (Referenzstrahl) an diesem vorbeigeleitet wird. Je hoher
die Konzentration des zu untersuchenden Elements, desto hdher ist der Grad der
Absorption des Atomnebelstrahls, d.h. desto starker ist die Abnahme seiner
Lichtintensitat. Fur diesen Absorptionsvorgang gilt das Lambert-Beersche Gesetz,
welches aussagt, dass die Konzentration des absorbierenden Stoffes dem
logarithmischen Verhaltnis der Strahlungsintensitdt vor und nach dem
Absorptionsvorgang proportional ist. Die Hohe der Lichtintensitatsabnahme ist Uber
den Vergleich der Lichtintensitaten des Atomnebelstrahls und des Parallelstrahls zu
ermitteln. Die gemessene Extinktion ist zur Konzentration des Elements in der Probe

direkt proportional.

Fir die im Rahmen dieser Untersuchung durchgeflihrte Zinkanalyse wurde das
Atomabsorptionsspektrometer Solar 939 (Fa. Unicam) verwendet. Als Lichtquelle
dient eine Hohlkathodenlampe, die fur die Zinkbestimmung einen Lichtstrahl mit einer
Wellenlange von 213,9 nm aussendet. Dieser Strahl wird durch die sogenannte
Atomisierungseinheit geleitet, in der die Proben enthalten sind. Der Probenwechsel
innerhalb der Einheit erfolgt automatisch nach Einprogrammierung des gewunschten
Probenvolumens. Nach dem Austritt aus der Atomisierungseinheit fallt der Lichtstrahl
auf den Monochromator, der dazu dient, den ausfallenden Lichtstrahl auf eine
Wellenlange zu begrenzen und so eine hohere Spezifitat bei der folgenden Messung
zu ermoglichen. Der Lichtstrahl fallt nun auf den Detektor (Photomultiplier), eine
photooptische Einheit, die durch den Strahl Ubermittelte Lichtenergie in elektrische
Impulse umwandelt, welche wiederum Uber eine Zahleinheit registriert werden. Das
bereits beschriebene Zweistrahlmesssystem (Atomnebelstrahl und Parallel- bzw.
Referenzstrahl) sorgt dafur, dass sich die durch die Hohlkathodenlampe
hervorgerufenen Schwankungen der Lichtemission nicht auf das Messergebnis

auswirken.
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Vor Beginn der Probenanalysen wurde eine Eichkurve durch quadratische
Anpassung an den Blindwert und drei Standardlosungen erstellt. Als standardisierte
Zinklésung diente Zink-Standardlosung der Fa. Merck (1000 mg Zinknitrat/ | in
Salpetersaure 0,5 mol/l). Diese wurde zur Herstellung der Eichlésungen mit
Reinstwasser verdunnt. Zur Herstellung der Analyseproben wurde die jeweilige

Serumprobe 1:5 mit Reinstwasser verdunnt.

3.1.5.6. Bestimmung des Calciumgehaltes der Knochen

Zur Gewinnung von definierten Knochenteilen wurde den unmittelbar davor
euthanasierten Schweinen der Schwanz direkt am Ansatz mittels eines
Schlachtermessers abgetrennt. Die so gewonnenen Schwanze wurden zunachst bei

-20°C in einem Gefrierbeutel eingefroren.

Zur Aufbereitung wurden sie zunachst 10 Minuten in einem 60°C heilen Wasserbad
aufgetaut. Anschlielend wurden sie eine halbe Stunde in destilliertem Wasser
gekocht. Sodann wurde mit Hilfe eines Skalpells und zweier Pinzetten die Haut und
das Fleisch abgetrennt. Der nun Ubrig gebliebene Anteil aus Schwanzwirbeln,
Bindegewebe und Knochen wurde 1 Stunde lang in destillietem Wasser gekocht.
AnschlieRend konnten die Knorpelkappen und das verbliebene Bindegewebe von

den Knochen gel6st werden.

Jeweils der erste Schwanzwirbel wurde in einen Porzellantiegel gegeben und 24
Stunden bei 105°C in einem Trockenschrank getrocknet und anschlieRend im
Exsikator abgekuhlt. Mit einer Waage wurde das Gewicht des getrockneten
Knochens festgestellt, der daraufhin fur 48 Stunden im Muffelofen bei 550°C

verascht und anschliessend wieder gewogen wurde.

Die veraschten Knochen wurden in Glasréhrchen umgefilllt, in 3 ml Roriputan® (37%
HCl p.a., ACS, ISO; Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) geldst und 10 Minuten stehen
gelassen, bis der Knochen vollstandig aufgeldst war. Diese Losung wurde mit Aqua
dest. auf 10 ml aufgefiillt und mittels eines Vortex® gut vermischt. 100 pl dieser 1:10
Verdinnung wurden nochmals mit Aqua dest. auf ein Volumen von 10 ml aufgefullt
und ebenfalls mittels eines Vortex® gut vermischt. Die Kalziumkonzentrationen
wurden mit dem Flammenphotometer Elex 6361 (Fa. Eppendorf) gemessen. Mit der

an das Gerat angeschlossenen Autopipette wurde die 1:1000 verdinnte Probe
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entnommen und in einen Eppendorf Probebecher (4 ml) pipettiert. Pro Probe wurde

ein Doppelansatz durchgefuhrt.

Bei diesem Messverfahren handelt es sich um ein photometrisches Messen der
Flammenfarbung. Die von dem Gerat angesaugte Losung wird im Photometer durch
Druckluft mittels eines Zerstaubers sehr fein verteilt. Das entstandene Luft-Lésung-
Aerosol wird mit Acetylen (Brenngas) gemischt und in die Flamme gebracht. Es
entsteht ein Aufleuchten der Flamme, dessen Wellenlange charakteristisch fur jedes
Element ist. Dieses Aufleuchten kommt durch die Anregung von Atomen zustande.
Dies bedeutet, dass die Anzahl der vorhandenen Atome proportional zur Lichtmenge
ist, so dass uber die Messung der Lichtintensitat auf die Konzentration des Calciums

geschlossen werden kann.

3.1.5.7. Bestimmung des Phosphorgehaltes der Knochen

Die Vorgehensweise bei der Phosphorbestimmung ist bis zur 1:10-Verdinnung die
Gleiche wie bei der Calciumbestimmung. AnschlielRend wird 1 ml der Probe (1:10-
Verdinnung) mit Aqua dest. auf 10 ml aufgefullt, so dass eine 1:100-Verdinnung
entsteht. 50 pl dieser Losung wurden in ein PP-Rundbodenréhrchen (10 ml)
pipettiert, 1 ml 0,6 n Trichloressigsaure (98 g Trichloressigsaure (Fa. Merk, Nr.810) in
1 Liter Aqua dest.) , 1 ml Ammoniummolybdat-Losung (40 mmol Ammoniummolybdat
(49,4 g Molybdat, Fa. Merk, Nr.1182) in 2,5 n H,SO4 (130 ml H2SO4 (98 %ig) in 1
Liter Aqua dest.)) und 1 ml Ammoniumvanadat-Lésung (21 mmol Ammoniumvanadat
in 2,8 n HNO3 (2,46 g Vanadat, Fa. Merk, Nr. 1182 und 280 ml 1n HNO3 in 1 Liter
Aqua dest.)) wurden zur Probe hinzugegeben, diese auf dem Reagenzglasschuttler
(Vortex®) kurz geschiittelt und 10 Minuten stehen gelassen. Die so vorbereitete
Probe wurde in Einmal-Kiivetten (Plastibrand®, 2,5 ml) gefiillt und ihre Extinktion im
Spektralphotometer GENESYS 10 UV (Fa. ThermoSpectronic) bei 366 nm

gemessen. Von den Proben wurden jeweils Doppelbestimmungen angefertigt.

Das Prinzip der Messung beruht darauf, dass bei Zugabe von salpetersaurer Losung,
Ammoniummolybdat und Ammoniumvanadat zu einer Phosphorsaure ein orangegelb
gefarbter Komplex entsteht, dessen Farbintensitat proportional zur Menge der

Phosphorsaure ist. Diese Farbung kann bei 366 nm als Extinktion gemessen werden.
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3.1.5.8. Mikrobiologische Untersuchung der Darmflora

Da sich aufgrund eines anderen Versuchs am Institut die Moglichkeit ergab, eine
mikrobiologische Untersuchung der Darmflora durchzufihren, wurden unmittelbar
der Euthanasie anschliefend jeweils einem Tier pro Gruppe unter sterilen
Bedingungen Duodenum entnommen und dessen Ingesta in sterile Proberohrchen
verbracht. In Kooperation mit dem |Institut fur Tierschutz, Verhaltenskunde,
Tierhygiene und Tierhaltung der LMU Mduanchen wurde eine mikrobiologische
Untersuchung der Darmflora auf Enterobakterien und Milchsaurebildner sowie auf
die Gesamtzahl der aeroben und der anaeroben kolonienbildenden Einheiten und die
Gesamtzahl der Enterokokken eingeleitet. Die Ingestaproben wurden homogenisiert
(Vortex®) und zur Aufstellung einer dezimalen Verdiinnungsreihe mit NaCl versetzt.
Die jeweiligen Verdinnungen wurden im Tropfverfahren auf Selektivmedien
aufgebracht (0,1 ml). Die

Selektivnahrboden sowie die Inkubationszeit und Bebrutungstemperatur sind in

untersuchten Keimspezies und verwendeten

Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Inkubation der Ingestaproben auf Selektivmedien

. . Selektierte an- Tempera- Inkubationsdauer
Selektivmedium| .. . aerob . o .
Mikroorganismen aerob turin°C in Stunden
Caseinpepton- | pE (2erop) ¥ ; 38 24
Sojamehlagar
RCM-Agar mit
Polymixin-B-
Zusatz und KBE (anaerob) - + 38 48
Anaerocult A®
ROGOSA?® Lactobacillus - + 39 72
Columbia-CNA-| £y terokokken + - 45 24-48
Agar
Xacgonkey- Enterobakterien + - 38 24
gar
a: Fa. Merck

b: Fa. Merieux
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3.2. Fermentationsversuch mit Hilfe der Rumen Simulation
Technique (RUSITEC)

3.2.1. Versuchsaufbau — Rumen Simulation Technique

In diesem Versuch wurde ein RUSITEC-Gerat (CZERKAWSKI und
BRECKENRIDGE, 1977), das aus sechs simultan laufenden Glasfermentern besteht,
verwendet. Jeder dieser Fermenter bildet ein geschlossenes System. Dieses System
besteht jeweils aus einem zweiteiligen Glaskolben, in dem sich ein perforierter
Glasinnenbehalter, welcher die Futtersackchen enthalt, befindet, eine daran
angeschlossene Pufferzufuhr sowie ein Uberlauf, der in einen Gasauffangballon

mundet.

mi&.

J.._wﬁ_um,,

Abbildung 1: Das RUSITEC-System
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Das kleinere Oberteil des Glaskolbens besitzt eine Offnung fiir die Hubstange, eine
Probenentnahmeéffnung und eine Uberlauféffnung. Das langere Unterteil enthalt die
Offnung fir den Pufferzulauf. Beide Teile sind fest und luftdicht miteinander
verschraubbar. Durch die Uberlauféffnung, die an eine Flasche angeschlossen ist,
kann Uberschissige Flussigkeit und gebildetes Gas entweichen. Die Uberschissige
Flussigkeit wird in den Glasflaschen, die sich in einem Kuhlsystem bei —20°C
befinden, tiefgefroren, um eine zusatzliche Gasproduktion zu vermeiden, die das
Ergebnis verfalschen kénnte. Aus der Uberlaufflasche kann das Gas weiter in die

Gasauffangballons entweichen.

Das lange Unterteil des Fermenters befindet sich in einem auf 39,5°C temperierten
Wasserbad. Die Menge des ebenfalls durch das Wasserbad temperierten, in das
Unterteil einfliessenden Puffers (McDougall, 1948)', der als Speichelersatz dient,
wird mittels einer PA-SK 8-IKA-Schlauchpumpe reguliert. Diese Menge sollte

Idealerweise zwischen 600 bis 800 ml pro 24 Stunden betragen.

Die durch das Oberteil hindurchfuhrende Hubstange ist einerseits an dem
perforierten Glasinnenbehalter, andererseits an einer Platte, welche durch einen
Motor auf und ab bewegt wird, befestigt. Dieser Innenbehalter enthalt die beiden mit
Futter beflllten Nylonsackchen, deren dichtes Beisammenliegen einen
bestmoglichen Ubertritt von Mikroorganismen aus dem schon 24 Stunden inkubierten
in das neue Futtersackchen gewahrleistet. Die verwendeten Nylonsackchen mit einer
Grosse von 7 x 14 cm sind aus Nylonstoff (Scrynel PA-100/31 , Fa. SEFAR AG,
Mesh + Technology, Ruschlikon, Switzerland), dessen Porengrosse 100 x 100 um
betragt. Die Bewegung des Innenbehalters mit einer Hubstrecke von 15 cm (8 x /
Minute), der sich eng an der Fermenterwand auf und ab bewegt, simuliert die
Pansenmotorik. Hierbei wird, allerdings im Gegensatz zu den physiologischen

Gegebenheiten, die flissige durch die feste Phase gepresst. Im Fermenter herrschen

'Mc Dougall-Puffer:
Lésung 1: 49,00 g NaHCO4
23,38 g Na,HPO, x 2 H,0 in 4950 ml H,O

Lésung 2: 2,35 g NaCl

2,85 g KCl

0,27 g CaCl x 2 H,0

0,64 g MgCl, x 6 H,O in 50 ml H,O
Lésung 2 unter stdndigem Ruhren langsam zu Lésung 1 geben
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anaerobe Verhaltnisse. Damit dies gewahrleistet werden kann, muss nach jeder

Beschickung der Fermenter zwei Minuten mit Stickstoff begast werden.

3.2.2. Versuchsanordnung

Eine Ubersicht zur Versuchsanordnung wird in Tabelle 17 dargestellt. Es wurden
insgesamt vier Versuchsdurchgange durchgefuhrt. Pro Versuchsdurchgang waren
alle sechs Fermenter in Betrieb, wobei zwei der Fermenter immer Kontrollfermenter
darstellten. In jedem Durchgang wurde der Zusatz der Menge an Seltenen Erden
gesteigert. So wurden zunachst 150 ppm seltene Erden in die Versuchsfermenter
hinzugegeben, im darauffolgenden Versuch 750 ppm und in den beiden letzten
Durchlaufen 3750 ppm, wobei die absolute REE-Menge, die in Versuch 4 eingesetzt
wurde, die von Versuch 3 Uberstieg, da in Versuch 4 eine grdssere Futtermenge
eingesetzt wurde. In den beiden letzten Versuchsdurchlaufen wurden zusatzlich zwei
Fermenter als Positivkontrolle eingesetzt und ihnen wurde Tetracycline (Fluka
Chemie AG) zugegeben. Die Zugabe von Seltenen Erden bzw. Tetracycline erfolgte
jeweils am 5. Tag und wurde taglich wiederholt. Bei den dabei eingesetzten Seltenen
Erden handelt es sich exakt um das gleiche REE-Citrat-Gemisch wie im

vorangegangenen Ferkelversuch.

Tabelle 17: Versuchsiibersicht

Fermenteranzahl 2 2 2
Versuch | Kontrolle REE (150 ppm) REE (150 ppm)
Versuch Il Kontrolle REE (750 ppm) REE (750 ppm)
Versuch il Kontrolle REE (3750 ppm) Tetrazyklin
Versuch IV Kontrolle REE (3750 ppm) Tetrazyklin
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3.2.3. Vorgehen

Jeder Versuchsdurchlauf begann mit der Entnahme von Panseninhalt aus einer
pansenfistulierten Kuh, die vorwiegend mit Heu geflttert wurde. Der Uber die Fistel
gewonnene Panseninhalt wurde umgehend mittels Filtrierung durch ein mit Gaze
ausgelegtes feinmaschiges Sieb gelassen und in Pansensaft und Festsubstanz
aufgetrennt. Je 800 ml des filtrierten Pansensaftes und je 100 ml kiinstlicher Speichel
(McDougall-Puffer) wurden in jede der sechs Fermentationseinheiten, die schon im
39,5°C warmen Wasserbad standen, gegeben. Nun wurden als Startinokulum jeweils
zirka 80 g der festen Pansenbestandteile in sechs Nylonsackchen gefullt. Diese
wurden mit einem Nylonfaden zugeschnurt und jeder Fermenter mit einem dieser
Sackchen bestlckt. Des weiteren wurden pro Fermenter jeweils ein Nylonsackchen
mit einer Tagesration Kontrollfutter beflllt, verschnirt und ebenfalls in den Fermenter
gegeben. Die Reaktionsgefalle wurden luftdicht verschlossen und anschlieRend fur

mindestens zwei Minuten mit Stickstoff begast, um ein anaerobes Milieu zu erhalten.

Die Futterrationen wurden jeweils morgens direkt nach der 0 h Messung
ausgetauscht, wobei immer jenes Futtersackchen entnommen wurde, welches sich
schon 48 Stunden im Fermenter befand (nach den ersten 24 Stunden entsprach dies

dem Sackchen mit dem Startinokolum).

Taglich erfolgte im Anschluss an die 0 h Messung die sogenannte Beschickung der
Fermenter. Diese sogenannte Beschickung beinhaltet das Entnehmen des 48
Stunden verbliebenen Futtersackchens, dessen Ausdricken und zweimaliges Spulen
mit jeweils 10 ml Mc Dougall-Puffer uber dem jeweiligen Fermenter und die
Neubeladung mit einer weiteren Futterration. Ab Tag 5 wurde, je nach
Versuchsdurchlauf, eine bestimmte Menge REE-Citrat in 1ml McDougall-Puffer

gel6st und bei der taglichen Beschickung hinzugegeben.

Damit in allen Fermentern die selben Verhaltnisse herrschten, erfolgte zunachst eine
viertagige Vorperiode ohne Zugabe von Seltenen Erden bzw. in den letzten beiden
Durchlaufen zusatzlich Tetrazyklin, in der eine Adaption der Pansenflora an die
Rusitec-Verhaltnisse ermoglicht werden konnte. An diese Vorperiode war eine 24-
stiindige Adaption angeschlossen, in der den Versuchsfermentern zum ersten Mal

REE bzw. Tetrazyklin hinzugesetzt wurde. Die anschlieBende eigentliche
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Versuchsphase dauerte 4 Tage. Die Versuchsphasen und jeweiligen Messzeitpunkte

werden in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Versuchsphasen und Messzeitpunkte

Start |Vorperiode | Adaption | Versuchsperiode | Abbruch

Tag 1 234 5 6789 10
Messungen Oh Oh Oh 0,1,2,4und6 h Oh

3.2.4. Versuchsrationen und Futtermittel

Die Futterrationen der ersten drei Versuchsdurchlaufe setzten sich aus Heu, Gerste
und Sojaextraktionsschrot zusammen. Die des letzten Durchlaufes bestanden aus
Maissilage, Heu, Sojaextraktionsschrot und Gerste. Die Rationen wurden flr eine
650 kg schwere Kuh mit einer Milchleistung von 7000 Litern pro Jahr erstellt. Fur die
Rumen Simulation Technic wurde fur jeden Fermenter 1/1000 der
zusammengestellten Ration verwendet. Um die physikalische Verkleinerung des
Futters durch die Kuh durch Kauen und Wiederkduen so gut wie moglich zu
simulieren, wurde sowohl das Heu (Siebmaschenweite 4x4 mm), als auch die Gerste
(Siebmaschenweite 2x2 mm) gemahlen. Aus Tabelle 19 sind die

Zusammensetzungen der Versuchsrationen ersichtlich.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Versuchsrationen

Versuch Heu Sojaextraktionsschrot Gerste Maissilage

Llundll| 19g 1g 59 -

v 749 28¢g 0,2¢ 359

Der Gehalt an Rohnahrstoffen der einzelnen Futtermittelkomponenten kann der

Tabelle 20 enthommen werden.
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Tabelle 20: Trockensubstanz und Rohnédhrstoffgehalt (bezogen auf TS) der einzelnen

Futterkomponenten

Komponente| TS (%) Ra (%) Rp (%) Rfa(%) Rfe (%)

Heu 91,98 6,96 8,03 27,17 -
Gerste 89,88 2,14 10,35 448 2,84
Soja 90,38 7,61 48,02 6,78 1,78

Maissilage 31,35 3,14 22,83 17,86 3,08

3.2.5. Analysen

3.2.5.1. Probenentnahme

Mit Hilfe eines Katheterschlauchleins und einer Spritze wurden wahrend der Vor- und
Adaptionsphase taglich vor der Beschickung ( 0 h) und wahrend der Versuchsphase
zusatzlich 1, 2, 4 und 6 Stunden nach der Beschickung jeweils 10 ml Pansensaft aus
den Fermentern entnommen. Als Pansensaft sollen im Folgenden der Pansensaft
des Spendertieres und die sich in den Fermentern befindende Flussigkeit verstanden

werden.

3.25.2. Pansensaftuntersuchung

FiUr jede Analyse wurden pro Fermenter 10 ml Pansensaft enthommen. Unmittelbar
anschliellend an die Entnahme erfolgte die Bestimmung des pH-Wertes mittels
eines pH-Meters MA130 lon Meter (Fa. METTLER TOLEDO AG, Switzerland) und
des Redoxpotentials mittels einer Redoxelektrode und des 632 pH-Meters (Fa.
METROHM, Switzerland).

Anschlieend erfolgte die Bestimmung des Ammoniak-Gehalts. Hierzu wurde 1 ml
Pansensaft mit 19 ml Aqua dest. auf ein Volumen von 20 ml verdinnt, 1 ml NaOH
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hinzugegeben und umgehend mit einer ionenselektiven Elektrode, welche an das
MA130 lon Meter (Fa. METTLER TOLEDO AG, Switzerland) angeschlossen wurde,

gemessen.

Fir die Bestimmung der fliichtigen Fettsauren, die nachfolgend FFS genannt
werden, wurden zunachst, um die mikrobielle Fermentation zu stoppen, 200 pl
Quecksilberchlorid ( 1,25 g HgCl, in 100 ml Aqua dest.)) zu 2 ml Pansensaft
hinzugegeben und die so vorbereiteten Proben bei —20°C eingefroren, da sie nicht

umgehend analysiert werden konnten.

Zur Analyse wurden die Proben bei Zimmertemperatur aufgetaut und zu 0,6 ml des
Untersuchungsmaterials wurden 0,15 ml Ameisensaure 20 % (Fluka Chemie AG)
und 0,03 ml des internen Standards, welcher aus 2 ml Methanol (Biosolve) ad 50 ml
H,O bestand, hinzugegeben, 30 Minuten bei 1600 g zentrifugiert und der Uberstand
in den Autosampler Varian 8200 CX eingesetzt. Bei diesem Messverfahren wird die
eingesetzte Probe automatisch in den 250°C heillen Injektor des
Gaschromatographen Star 3400 CX (Fa. Varian, Sugarland, TX 77478, USA)
injiziert. Das Tragergas Stickstoff durchstromt mit 30 ml/min den heil3en Injektor und
nimmt die dort injizierte, schlagartig verdampfende Probe mit in die zwei Meter lange,
120°C heille  Glassaule. Die einzelnen Substanzen verweilen gemal ihrer
Loslichkeit und Polaritat unterschiedlich lange Zeit in der stationaren Phase und
kommen deshalb zeitlich verzogert am FID Detektor (Fa. Varian) an. Dieser
verwandelt die ankommenden Substanzen in elektrische Signale, welche von einem
daran gekoppelten Schreiber registriert werden. Anhand verschiedener Standards
kann anschlielend auf die Menge der verschiedenen Fettsauren geschlossen
werden. In diesem Fall wurden Acetat, Butyrat, Iso-Butyrat, Propionat, Valerianat und

Iso-Valerianat bestimmt.

3.25.3. Gasmenge

Zur Messung der taglich produzierten Gasmenge wurden die jeweiligen
Gasauffangballons an ein geschlossenes System, das aus einem mit Wasser
geflllten Glaszylinder mit Uberlauf in einen Messzylinder bestand, angeschlossen.
Durch Druck auf den Gasballon wurde dieser entleert und das aus diesem

ausstromende Gas verdrangte das sich im Glaszylinder befindende Wasser. Nach
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vollstandiger Entleerung konnte anschlieRend die verdrangte Wassermenge von dem

Messzylinder abgelesen und auf die Gasmenge geschlossen werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Futterungsversuch mit Schweinen

41.1. Gesundheitszustand

28 Ferkel der Kreuzung Deutsche Landrasse x Piétrain wurden fur den Versuch in
vier Rationsgruppen, welche jeweils aus sieben Tieren bestanden, eingeteilt. 4 Tage
nach der Einstallung begannen einige Tiere aus verschiedenen Gruppen an Diarrhde
zu erkranken. Weitere Tiere erkrankten in den darauffolgenden Tagen. Aus Tabelle
21 kann die Anzahl und Gruppenzugehorigkeit der betroffenen Tiere entnommen
werden. Drei Tage nach Erscheinen der ersten Symptome und zunehmender Anzahl
erkrankter Tiere wurde von drei hochgradig erkrankten Ferkeln jeweils eine Kotprobe
und ein Kottupfer entnommen und damit eine parasitologische, bakteriologische und
virologische Untersuchung eingeleitet, sowie ein Antibiogramm erstellt. Die
Ergebnisse der veranlassten Untersuchungen sind in Tabelle 22 dargestellt. Bei der
Probe des Tieres 49 aus der Kontrollgruppe konnten ein geringer Keimgehalt von
Escherichia coli variatio haemolytica, sowie einige Kolonien von Enterokokken und
Pasteurellen festgestellt werden. In der Probe des Tieres 66 aus Gruppe 2 konnte
ein hoher Gehalt von E. coli variatio haemolytica und in der Probe des Tieres 74 aus
Gruppe 2 konnte ebenfalls ein hoher Gehalt an E.coli, die zum Teil hamolysierende
Eigenschaften aufwiesen, nachgewiesen werden. Bei der molekularbiologischen
Charakterisierung der E. coli konnte das E. coli-Enterotoxin ST-IP, das E. coli-
Enterotoxin ST-II, ein Shigatoxin, sowie F18-Fimbrien nachgewiesen werden. Die
Untersuchung auf Brachyspiren und Salmonellen war in allen drei Fallen negativ. In
allen Kotproben konnte ein Parasitenbefall nicht nachgewiesen werden. Das
Ergebnis des Antibiogramms zeigte, dass die ausgestrichenen Mischkulturen aus E.

coli sensibel auf Enrofloxacin reagierten.

Da die Mehrheit der Tiere an Diarrhde erkrankt war, wurden prophylaktisch alle Tiere

ab Tag 11 drei Tage lang mit Enrofloxacin (Baytril® 5 %) i.m. in einer Dosierung von
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2,5 mg / kg KGW ( das entspricht 0,05 ml / kg KGW) therapiert. Nach zwei Tagen

verschwanden die Symptome bei allen Tieren.

Tabelle 21: Ubersicht iiber die Anzahl der an Diarrhde erkrankten Tiere pro Gruppe

Gruppe 1 2 3 4

Ration Kontrolle | 50 ppm | 100 ppm | 200 ppm

Anzahl
der Tiere
mit
Diarrhoe

Tabelle 22: Ergebnisse der parasitologischen und bakteriologischen Untersuchung

der Kotproben und Kottupfer

Schwein Bakteriologische Mikroskopische Parasitologische
Untersuchung auf
(Nummer/Gruppe) Untersuchung Brachyspiren Untersuchung
++ E.coli ham. und
mucoid
1/49 + Enterokokken negativ negativ
+ Pasteurella
aerogenes
2/66 ++++ E.coli ham. negativ negativ
2/74 ++++ E.coli, z.T. ham. negativ negativ

Ebenfalls an Tag 4 riss sich ein weibliches Tier der Gruppe 2 den Hornschuh der
vorderen Aufenklaue ab. Es wurde zunachst mit einem Antibiotikum und
Analgetikum therapiert, musste aber an Tag 8 aufgrund seiner Behinderung aus dem

Versuch genommen werden.

Wahrend des restlichen Versuchszeitraums, nach der Uberstandenen Diarrhoe-

Phase, war der Gesundheitszustand der Ubrigen Tiere als gut zu bewerten.
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41.2. Leistungsparameter

41.21. Futteraufnahme

Aus Tabelle 23 kann die durchschnittliche Futteraufnahme der verschiedenen
Versuchsgruppen pro Tag enthommen werden. Fur Gruppe 1 (Kontrollgruppe) betrug
die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme Uber den gesamten ad libitum
Versuchszeitraum 870 Gramm. Die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme der
Gruppe 2, 3 und 4 betrug 856, 913 bzw. 1020 Gramm. Somit war der gesamte
Futterverzehr von Gruppe 2 (50 mg REE-Citrat’kg Futter) um 1,6 % niedriger
verglichen mit der Kontroligruppe. Prozentuell gesehen lag die gesamte
Futteraufnahme der Gruppen 3 (100 mg REE-Citrat’/kg Futter) und 4 (200 mg REE-
Citrat/kg Futter) bei 4,9 % bzw. 17,2 % Uber dem der Kontrollgruppe. Die
Futteraufnahme stieg in den Versuchswochen in allen Gruppen stetig an. Am Ende
des Versuches betrug der Futterverzehr in allen Gruppen uber das Dreifache,

verglichen mit Woche 1.

Tabelle 23: Durchschnittlicher Futterverzehr in Gramm pro Tier und Tag in den

einzelnen Rationsgruppen wahrend des Versuches (MW * s)

Durchschnittlicher Futterverzehr pro Tier und Tag (g)
Rati Woche Woche Woche Woche Woche
ation 1 2 3 4 5(1/2) Gesamt
367 680 1020 1197 1245 870
Kontrolle
+83 +148 +101 +207 +77 +144
50 mg 366 808 942 1165 1258 856
REE/kg +99 +178 +43 +231 +79 +130
100 mg 337 718 995 1301 1441* 913
REE/kg +70 +206 +115 +265 +66 +152
200 mg 469 836 1155 1340* 1513* 1020
REE/kg |  +120 +213 +52 +207 +62 +137
*=p<0,05
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Dabei nahmen die Tiere der Gruppe 4 bereits ab Woche 1 mehr Futter als die Tiere
der anderen Gruppen auf. Dies setzte sich Uber alle darauffolgenden
Versuchswochen fort. Sowohl in Woche 3, als auch in Woche 5 (1/2) war der tagliche
Futterverzehr der Tiere der Gruppe 4 gegenuber dem der Tiere der Kontrollguppe
signifikant erhoht. Ebenfalls eine signifikant erhdhte Futteraufnahme in Woche 5 (1/2)
zeigten die Tiere aus Gruppe 3, verglichen mit denen der Kontrollgruppe. Bis auf
Abweichungen in Woche 2 und Woche 3 entsprach der tagliche Futterverbrauch der

Gruppe 2 tendenziell dem der Kontrolltiere.

4.1.2.2. Gewichtsentwicklung

Die Tiere wurden am Tag der Einstallung (Tag 0), an Tag 5, sowie an Tag 6 zu
Beginn der ad libitum Fatterung und anschlielend zweimal wochentlich in 3- bzw. 4-
tagigen Abstanden gewogen. Tabelle 24 gibt das durchschnittliche Korpergewicht
der verschiedenen Rationsgruppen an den Tagen 0, 5, 6, 10, 13, 17, 20, 24, 27, 31,
34 und 38 wieder.

Tabelle 24: Durchschnittliches Korpergewicht in Kilogramm (kg) pro Tier der einzelnen

Rationsgruppen an den Tagen 0 bis 38 (MW % s)

Durchschnittliches Lebendgewicht (kg) pro Tier

Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
0 5 6 10 13 17 20 24 27 31 34 38

86 88 90 95 106 12,0 13,7 16,2 18,2 20,9 23,4 25,7
+0,8 0,8 #0,9 *1,1 14 16 +19 23 +26 #3,2 +3,1 #35

Ration

Kontrolle

50mg | 86 91 92 98 110 125 144 168 183 20,8 233 26,1
REE/G | 10,7 +0,9 +0,9 #1,3 #1,5 2,0 +1,9 +21 #22 +26 #2,9 3,2

100mg| 86 90 93 98 110 128 146 169 190 215 24,1 274
REE/KG | +11 +1,1 +1,2 #1,3 #1,4 1,56 +16 +25 +29 #32 3,3 #3,7

200mg | 86 92 95 102 121 140 157 188 209 240 26,5 30,1
REEKG|+1,3 1,5 +15 +1,9 42,0 +25 +2,7 33 3,7 #4,1 +45 150
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Beim Einstallen wiesen alle vier Versuchsgruppen ein im Mittel gleiches Gewicht von
8,6 kg (£0,01 kg) auf. Wahrend des Versuchszeitraums hatte die Gruppe 4 (200 mg
REE-Citrat / kg) bereits ab Tag 5, also noch wahrend der restriktiven
Flutterungsphase, das hdchste durchschnittliche Gewicht. Des Weiteren hatten die
Tiere der Gruppe 3 (100 mg REE-Citrat / kg) ebenfalls schon ab Tag 5 hdéhere
Gewichte als die Kontrollgruppe. Das durchschnittliche Koérpergewicht der Gruppe 2
(50 mg REE-Citrat / kg) unterschied sich Uber den gesamten Versuchszeitraum nur
geringgradig von dem der Kontrollgruppe. Die durchschnittlichen taglichen
Gewichtszunahmen pro Tier in der jeweiligen Versuchswoche werden in Tabelle 25

dargestellt.

Tabelle 25: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahmen pro Tier in den einzelnen

Rationsgruppen im Versuchszeitraum (MW % s)

Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahmen (g) pro Tier
. Woche Woche Woche Woche Woche
Ration 1 2 3 4 5 (1/2) Gesamt
232 432 655 734 593 523
Kontrolle
+94 +82 +138 +122 +176 +118
50 mg 229 495 558 708 713 525
REE/kg | 4132 +93 +117 +137 +146 +123
100 mg 249 512 621 738 832* 568
REE/kg +72 +95 +256 +134 +146 +140
200 mg 365 512 741 798 898* 641
REE/kg +08 +109 +164 +140 +176 +134
*=p<0,05

Die durchschnittlichen Tageszunahmen der Gruppe 2 (50 mg REE-Citrat), Gber den
gesamten Versuchszeitraum gesehen, entsprachen im Prinzip denen der
Kontrollgruppe. Die taglichen Gewichtszunahmen der mit 100 ppm REE —Citrat
supplementierten Tiere (Gruppe 3) lagen bei einem Wert von durchschnittlich 568 g

pro Tag um 8,6 % Uber denen der Kontrollgruppe. Die Tiere der Gruppe 4 (200 mg
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REE-Citrat) lagen mit einer durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahme von 641 g
pro Tag sogar um 22,6 % uber der Kontrollgruppe, deren Tiere durchschnittlich 523 g
pro Tag zugenommen hatten. In Woche 5 (1/2) waren sowohl die durchschnittlichen
taglichen Zunahmen von Gruppe 4 wie auch von Gruppe 3 im Vergleich zu denen

der Kontrollgruppe signifikant erhoht.

4.1.2.3. Futterverwertung

Anhand des taglich bestimmten Futterverzehrs und der Gewichtszunahme der
Versuchstiere konnte die jeweilige Futterverwertung pro Tier und Gruppe errechnet
werden. Die durchschnittliche Futterverwertung der einzelnen Rationsgruppen wird in
Tabelle 26 dargestellt. In Woche 1 wiesen die Tiere der Gruppe 3 und 4 eine um
15,1 % bzw. um 18,9 % verbesserte Futterverwertung gegenuber der Kontrollgruppe
auf. Im Gegensatz hierzu unterschied sich die Futterverwertung der Gruppe 2 in
Woche 1 nur geringfligig von der Kontrollgruppe. Bei allen Gruppen verschlechterte

sich die Futterverwertung zum Versuchsende hin.

Tabelle 26: Durchschnittliche Futterverwertung (kg/kg) in den einzelnen

Rationsgruppen im Versuchszeitraum

Durchschnittliche Futterverwertung (kg/kg)
Ration Woche Woche Woche Woche Woche Gesamt
1 2 3 4 5(1/2)
Kontrolle 1,59 1,57 1,56 1,63 210 1,65
50 ppm 1,60 1,46 1,69 1,65 1,77 1,62
100 ppm 1,35 1,40 1,60 1,76 1,73 1,56
200 ppm 1,29 1,63 1,56 1,68 1,68 1,56

*) Die Standardabweichung der durchschnittlichen Futterverwertung konnte nicht berechnet
werden, da die Gewichtsbestimmung zwar pro Tier, die Futteraufnahme jedoch nur pro
Gruppe bestimmt werden konnte.

63



Ergebnisse

Uber den gesamten Versuchszeitraum gesehen war die durchschnittliche
Futterverwertung bei allen mit Seltenen Erden supplementierten Gruppen besser als
die der Kontrollgruppe. Bei den Tieren der Gruppe 2 (560 mg REE-Citrat) konnte eine
Verbesserung der Futterverwertung um insgesamt 1,99 % erzielt werden. Bei den
Gruppen 3 (100 mg REE-Citrat) und 4 (200 mg REE-Citrat) konnte eine
Verbesserung der Futterverwertung um 5,80 % bzw. um 5,78 % erreicht werden.

4.1.3. Blutparameter

41.3.1. ALP-Konzentration

Bei den Versuchstieren wurde an Tag 1, 15, 29 und 41 vendses Blut entnommen. Im
Serum wurde die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemessen. Die Ergebnisse

der Analyse des ALP-Gehaltes im Serum werden in Tabelle 27 aufgefuhrt.

Tabelle 27: Durchschnittliche Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im Serum in 1U/I
an Tag 1, 15, 29 und 41 (MW * s)

Durchschnittlicher Gehalt der ALP im Serum in 1U/I

Ration Tag 1 Tag 15 Tag 29 Tag 41
500,86 433,09 375,23 296,83

Kontrolle
1182,66 187,60 +174,01 +70,54
50 mg 529,24 423,99 349,61 287,25

REE/Kg |  +182,33 +138,38 +120,25 +107,88

100mg | 562,02 351,14 359,65 305,81
REE/kG | 111325 +86,40 +134,88 £119,15
200mg | 49425 312,42 318,08 251,89
REEKg | 47238 +89,17 +25,78 +53,13

Die zu Beginn hohen Aktivitaten der Alkalischen Phosphatase nahmen im Laufe des

Versuchs in allen Gruppen, einschliel3lich der Kontrollgruppe, ab. Dabei waren die
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Werte der Gruppe 4 (200 mg REE-Citrat / kg Futter ) zu jedem Messzeitpunkt die
niedrigsten. Wahrend der Verfutterung der Seltenen Erden waren die Werte der
Gruppe 4 um 15,1 % bis 27,9 % niedriger als die der Kontrollgruppe. Die Aktivitaten
der ALP von Gruppe 2 waren nach der ersten Blutentnahme um 2,1 % bis 6, 8 %
kleiner als die der Kontrollgruppe. Die Aktivitat der ALP in Gruppe 3 war an Tag 15
und 29 um 18,9 % bzw. 4,2 % niedriger und an Tag 41 um 3,02 % hoher als die der
Kontrollgruppe. Die ALP-Werte der Versuchsgruppen wiesen an den verschiedenen

Messzeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zu denen der Kontrollgruppe auf.

4.1.3.2. Gehalt an Zink im Serum

Bei der Messung des Zinkgehaltes im Serum an den Tagen 1, 15, 29 und 41
ergaben sich fur die verschiedenen Rationsgruppen ahnliche Werte (Tabelle 28). Der
durchschnittliche Zinkgehalt stieg bei allen Gruppen bis zur dritten Blutentnahme an
und fiel anschlieRend wieder geringgradig ab. Zu allen vier Blutentnahmezeitpunkten
wiesen die Zink-Werte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich mit der

Kontrollgruppe auf.

Tabelle 28: Durchschnittlicher Zinkgehalt (mg / kg) im Serum (MW * s) an Tag 1, 14, 29
und 41

Durchschnittlicher Zink-Gehalt im Serum

Ration Tag 1 Tag 15 Tag 29 Tag 41
0,516 0,616 0,887 0,717
10,098 +0,059 10,116 +0,078

Kontrolle

50 mg 0,555 0,586 0,941 0,712
REEKG | 10112 0,137  #0,361 0,061

100mg | 0.582 0,635 0,800 0,739
REEKG | 10,051 0,173 0,088 0,170

200mg | 0568 0,652 0,909 0,701
REEKG | 10,072 0,095  £0,149 0,069
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4.1.4. Calcium-und Phosphorgehalt der Knochen

Der jeweils erste Schwanzwirbel wurde auf seinen Calcium- und Phosphorgehalt hin
analysiert. Der Calcium- und Phosphorgehalt sowie das Calcium/Phosphorverhaltnis
im veraschten Knochen sind in Tabelle 29 dargestellt. Der durchschnittliche
Calciumgehalt im Knochen unterschied sich zwischen den verschiedenen Gruppen
nur geringflgig.

Tabelle 29: Durchschnittlichen Calcium- und Phosphorgehalte in Gramm pro

Kilogramm Knochen sowie das Calcium/Phosphorverhaltnis (MW * s)

Ration Calcium Phosphor Ca/P
341,47 178,48 1,91
Kontrolle
+6.61 +3.06 +0,04
50 mg 330,31* 180,92 1,83*
REE/kg +6,07 +1.24 +0,03
100mg | 330,25" 177,04 1,87*
REE/kg +6,58 +6,56 +0,06
200 mg 347,35 179,47 1,94
REE/kg +6,26 +1,69 +0,05
*=p<0,05

Er lag bei Gruppe 2 und 3 bei 330 Gramm pro Kilogramm Knochen, wahrend er bei
Gruppe 1 und 4 Werte von 341 Gramm bzw. 347 Gramm pro Kilogramm Knochen
erreichte. Die Calcium-Gehalte der Gruppe 2 und 3 sind verglichen mit denen der
Gruppen 1 und 4 signifikant erniedrigt. Der durchschnittliche Phosphorgehalt des
Knochens lag bei Werten zwischen 177 Gramm und 180 Gramm pro Kilogramm
Knochen. Der Phosphorgehalt von Gruppe 2 war um 1,4 % geringgradig erhoht,
wahrend der von Gruppe 3 und 4, verglichen mit der Kontrollgruppe um 0,8 % bzw.
0,6 % erniedrigt war. Das durchschnittliche Calcium/Phosphorverhaltnis lag bei
Werten zwischen 1,83 und 1,94. Am hochsten war der Wert des

Calcium/Phosphorverhaltnises bei Gruppe 4. Dieser lag um 1,2 % Uber dem der
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Kontrollgruppe, wahrend der von Gruppe 2 und 3 um 4,6 % bzw. 2,4 % darunter lag.
Verglichen mit Gruppe 4 waren die Ca/P-Verhaltnisse der Gruppen 2 und 3

signifikant erniedrigt, verglichen mit der Kontrollgruppe nur jenes der Gruppe 2.

4.1.5. Mikrobiologie der Darmflora

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene
und Tierhaltung der LMU Munchen wurde die Anzahl der koloniebildenden Einheiten
pro Gramm Feuchtgewicht des Duodenalinhaltes von je einem Tier pro Gruppe

ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 30: Keimzahlen der Duodenalingestaproben

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
KBE aerob 35 x 10° 4 x 108 4 x 10° 11 x 108
KBE anaerob 1,7 x 10° 60 x 10° 17 x 10° 92 x 10°

Enterobakterien | 0,8 x 10° E.coli 0,4 x 10° E.coli 0,8 x 10° E.coli 1 x 10° E.coli

Enterokokken ] ] ] 0,1 x 10°
(Gesamtzahl) E.faecalis
Milchsaurebildner) 55, 4g8 50 x 10° 8 x 10° 71 x 10°

(Gesamtzanhl)

tactobacillus -1 44y 106 50 x 10° 8 x 10° 2 x10°
acidophilus

Lactobacillus 6 6
delb. delb. 10x 10 - - 64 x 10

Lactobacillus ) ) ) 4 x 106
fermentum

Lactobacillus ) ) i 1% 10°

salivarius
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Die Probe des Tieres aus der Kontrollgruppe wies die hochste Anzahl der aeroben
und anaeroben koloniebildender Einheiten auf, wahrend die KBE der mit Seltenen
Erden supplementierten Tiere deutlich niedriger waren. Die Anzahl von E.coli war bei
allen vier Tieren sehr ahnlich. Nur bei den Tieren, welche mit 200 mg REE-Citrat
supplementiertes Futter erhielten, konnte eine geringe Besiedelung von
Enterococcus faecalis nachgewiesen werden. Die Gesamtzahl der Milchsaurebildner
war in der Probe des Tieres aus Gruppe 3 (100 mg REE/kg Futter) im Vergleich zu
den anderen reduziert. Die Digestaprobe des Tieres aus Gruppe 4 (200 mg REE/kg

Futter) wies sowohl eine gréliere Anzahl wie auch Vielfalt an Milchsaurebildnern auf.
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4.2. Rumen Simulation Technique

Es wurden insgesamt vier Versuchsdurchlaufe durchgefihrt. Aufgrund der grofen
Datenmengen wund der prinzipiell gleichen Ergebnisse der verschiedenen
Versuchsdurchlaufe wird lediglich das Ergebnis beispielhaft anhand eines

Versuchsdurchlaufes dargestellt.

4.21. pH-Wert

Gegen Ende der Vorperiode stellte sich in allen Fermentern ein relativ einheitlicher
pH-Wert zwischen 6,91 und 6,94 ein. Tabelle 31 zeigt eine Ubersicht der
durchschnittlichen pH-Werte zu allen Messzeitpunkten. Die pH-Wert-Schwankungen
verhielten sich Uber den ganzen Versuchszeitraum sehr ahnlich. Der pH-Wert lag in
der Vorperiode bei 6,66 im Startinokulum und erreichte Werte bis 6,94 in den
Fermentern. Wahrend der Versuchsphase lag der Schwankungsbereich des pH-
Wertes zwischen 6,86 und 6,98. Zwischen den verschiedenen Versuchsfermentern

bestanden keine Unterschiede.
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Tabelle 31: Ubersicht der durchschnittlichen pH-Werte in den verschieden rationierten

Fermentern iiber den gesamten Versuchszeitraum (MW * s)

Tag |Messpunkt| 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 6,66+0,00 6,66+0,00 6,66+0,00
2 Oh 6,78+0,04 6,79+0,05 6,73+0,03
3 Oh 6,89+0,04 6,93+0,02 6,87+0,03
4 Oh 6,88+0,02 6,90+0,01 6,91+0,02
5 Oh 6,91+0,01 6,94+0,03 6,91+0,04

Oh 6,95+0,05 6,91+0,02 6,95+0,02
1h 6,93+0,01 6,93+0,00 6,94+0,02
6 2h 6,98+0,04 6,97+0,02 6,98+0,01
4 h 6,95+0,01 6,92+0,01 6,92+0,02
6 h 6,93+0,07 6,93+0,03 6,91+0,01
Oh 6,88+0,02 6,87+0,02 6,86+0,00
1h 6,92+0,02 6,93+0,03 6,94+0,01
7 2h 6,93+0,01 6,95+0,02 6,97+0,06
4 h 6,93+0,01 6,94+0,06 6,90+0,01
6 h 6,90+0,04 6,92+0,00 6,87+0,01
Oh 6,87+0,02 6,96+0,01 6,93+0,01
1h 6,88+0,02 6,96+0,02 6,91+0,00
8 2h 6,92+0,01 6,97+0,02 6,82+0,05
4 h 6,90+0,03 6,95+0,05 6,82+0,05
6 h 6,91+0,01 6,96+0,06 6,85+0,02
Oh 6,89+0,02 6,92+0,03 6,84+0,01
1h 6,92+0,01 6,97+0,02 6,83+0,02
9 2h 6,9004,00 6,93+0,01 6,89+0,02
4 h 6,90+0,10 6,88+0,02 6,79+0,01
6 h 6,88+0,05 6,91+0,01 6,82+0,01
10 Oh 6,89+0,01 6,92+0,01 6,90+0,00
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4.2.2. Redoxpotential

Die durchschnittlichen Redoxpotentialwerte wahrend des gesamten Versuches sind
in Tabelle 32 dargestellt. Das Redoxpotential sank in der Vorversuchsphase von
-252 mV im Startinokkulum auf Werte zwischen -194 mV und -221 mV ab. In der
Versuchsphase verhielten sich das durchschnittiche Redoxpotential der
Kontrollgruppe und der mit Seltenen Erden supplementierten Gruppe sehr ahnlich
zueinander, wahrend das Redoxpotential der Tetrazyklingruppe ab Tag 7 massiv
anstieg und diese hohen Werte Uber die restliche Versuchsphase beibehielt. In allen
Fermentern erniedrigte sich das Redoxpotential umgehend nach der Futterung.
Wahrend der Versuchsphase stellte sich zwei Stunden nach der Fitterung (2 h) bei
den Kontrollfermentern und den mit Seltenen Erden supplementierten Fermentern
das negativste Redoxpotential ein. Im Gegensatz hierzu fiel das Redoxpotential in
den Tetrazyklinfermentern zunachst ab, war anschlieBend bei 2 h etwas hoher und

erreichte erst 4 h nach Futterung den negativsten Wert.
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Tabelle 32: Ubersicht des durchschnittlichen Redoxpotentials in mV in den

verschieden rationierten Fermentern iiber den gesamten Versuchszeitraum (MW * s)

Tag |Messpunkt/3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh -252+0 -252+0 -252+0
2 Oh -249+9 -247+4 -249+11
3 Oh -233+11 -225+22 -237+18
4 Oh -237124 -222+29 -228+1
5 Oh -19416 -19816 -221+7

Oh -203+4 -205+6 -216+4
1h -25815 -260+15 -224+18
6 2h -254 12 -258+14 -223%13
4 h -25116 -266+4 -203116
6 h -246114 -266+2 -226+0
Oh -206+2 -196+8 -111£0
1h -271+4 -261+4 -175+11
7 2h -279+3 -264 16 -140+5
4 h -260+2 -266+4 -165%10
6 h -256+7 -240+1 -178%10
Oh -22016 -204+1 -102112
1h -259+4 -267+5 -140+12
8 2h -261+4 -268+3 -136+12
4 h -254+4 -263+15 -156+6
6 h -262%10 -257+16 -13148
Oh -230+2 -191%10 -72+41
1h -26815 -261+3 -143139
9 2h -278+8 -281+14 -129+26
4 h -27016 -265+1 -144+25
6 h -249+1 -248+4 -143+18
10 Oh -21418 -209%13 -95+21
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4.2.3. Ammoniak-Gehalt

Nach initialem Anstieg des Ammoniak-Gehalts senkte sich dieser am Ende der
Vorversuchsphase auf Werte zwischen 4,93 mmol/l und 5,97 mmol/l. Eine Ubersicht
uber den Verlauf des Ammoniak-Gehalts wahrend des gesamten Versuchs
bietetTabelle 33. Ab Tag 8 lagen die Ammoniakwerte der Tetrazyklinfermenter immer
unterhalb derer der Kontroll- und REE-Fermenter. An Tag 10 lag der

durchschnittliche Ammoniakgehalt der Tetrazyklinfermenter unter 50 % der Anderen.
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Tabelle 33: Ubersicht des durchschnittlichen Ammoniak-Gehalts in mmol/l in den

verschieden rationierten Fermentern iiber den gesamten Versuchszeitraum (MW * s)

Tag |Messpunkt| 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 6,91+0,00 6,91+0,00 6,91+0,00
2 Oh 10,09+0,09 11,6310,04 11,94+1,72
3 Oh 8,23+0,33 10,59+0,18 12,32+1,65
4 Oh 5,49+0,17 6,24+0,07 8,18+1,77
5 Oh 4,93+0,00 5,08+0,19 5,97+0,74

Oh 4,52+0,30 5,19+0,44 6,30+0,51
1h 4,3810,32 5,11+0,56 5,74+0,51
6 2h 3,96+0,29 4,83+0,58 5,45+0,42
4 h 3,45+0,23 4,23+0,47 4,91+0,46
6 h 3,07+0,19 3,72+0,36 4,41+0,32
Oh 3,7610,10 4,27+0,16 3,9710,21
1h 3,89+0,06 4,69+0,48 4,08+0,12
7 2h 3,59+0,09 4,40+0,42 3,67+0,20
4 h 2,91+0,14 3,71+0,48 3,11+0,18
6 h 2,49+0,19 3,29+0,53 2,83+0,17
Oh 2,34+0,03 2,82+0,46 2,18+0,14
1h 3,24+0,11 3,88+0,37 2,51+0,07
8 2h 2,1310,01 2,78+0,33 1,82+0,05
4 h 1,66+0,14 2,3410,32 1,44+0,08
6 h 1,44+0,19 2,12+0,31 1,36+0,03
Oh 2,96+0,45 3,20+0,07 2,14+0,24
1h 2,79+0,39 3,27+0,05 2,01+0,25
9 2h 2,41+0,34 2,90+0,01 1,69+0,17
4 h 2,00+0,38 2,42+0,04 1,38+0,09
6 h 1,71+0,23 2,30+0,03 1,321+0,14
10 Oh 3,23+0,27 3,30+0,60 1,55+0,22
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4.2.4. Fluchtige Fettsauren

In diesem Versuch wurden die fliichtigen Fettsduren Acetat, Proprionat, Butyrat, Iso-

Butyrat, Valerianat und Iso-Valerianat bestimmt.

4.2.4.1. Gesamtmenge der FFS

Die Gesamtmenge der fluchtigen Fettsauren in dem frisch von der fistulierten Kuh
entnommenen Pansensaft betrug 106 mmol/l. Tabelle 34 stellt den Verlauf der
durchschnittlichen Gesamtmenge flichtiger Fettsduren dar. Im Verlauf der
Vorversuchsphase nahm die Gesamtmenge der FFS in allen sechs Fermentern
kontinuierlich, jedoch nicht in allen Fermentern in gleichem Male, ab und betrug am
Ende der Vorversuchsphase 43,10 mmol/l bis 50,15 mmol/l. Im Verlauf der
Versuchsphase nahm die Gesamtmenge an produzierten fllichtigen Fettsauren bei

allen Gruppen zu.
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Tabelle 34: Durchschnittliche Gesamtkonzentration der fliichtigen Fettsauren in

mmol/l in den verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag |Messpunkt, 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 106,00+0,00 106,00+0,00 106,00+0,00
2 Oh 70,90+2,40 67,70£1,70 74,2516,15
3 Oh 51,50+4,24 51,45+1,34 65,15+2,33
4 Oh 47,75+0,64 58,90+£16,55 47,35+1,34
5 Oh 43,10+2,83 50,15%2,05 43,30+1,98

Oh 46,20+4,67 46,05+6,43 45,75+5,59
1h 45,65+1,34 46,40+1,98 49,65+7,99
6 2h 54,30+11,17 59,60+6,08 58,80+19,52
4h 58,20%15,70 48,95+1,48 45,45+0,07
6 h 58,90+13,44 60,90+0,28 52,3545,30
Oh 46,70+1,84 47,60+3,25 47,70+3,82
1h 54,05+1,06 52,00+2,26 53,10+2,40
7 2h 54,70+0,99 52,80+0,28 53,35+0,49
4h 53,25+0,35 57,60+3,82 56,05+0,92
6 h 72,65+22,13 92,75+10,39 68,35+0,35
Oh 70,35%4,45 79,9018,91 71,65+0,07
1h 74,65+4,31 71,80+2,69 70,55+0,49
8 2h 94,5515,02 103,70+£0,71 78,8014,24
4 h 81,60+2,55 77,45+1,91 78,95+2,76
6 h 85,80+14,99 83,05+2,33 89,20+19,23
Oh 81,25+2,33 80,6016,36 77,65+0,35
1h 76,85+2,62 73,20%1,41 75,65+1,91
9 2h 76,15+1,06 72,80+1,41 78,151,77
4h 75,45+1,20 74,35+7,71 78,05+3,18
6 h 75,6510,07 84,00+21,21 80,25+0,07
10 Oh 73,4014,24 77,80+13,86 79,2013,25
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4.2.4.2. Acetat

In der Vorperiode sank der Acetatgehalt von 81,8 mmol/l auf Werte von 25,4 mmol/l
bis 30,5 mmol/l ab. Tabelle 35 kann der durchschnittliche Acetatgehalt der
verschiedenen Fermenter Uber den gesamten Versuch entnommen werden. Alle
verschieden rationierten Fermenter verhielten sich auch Uber die Versuchsperiode

bezuglich des Acetatgehalts sehr ahnlich zueinander.
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Tabelle 35: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Acetat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag |Messpunkt| 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 81,80+0,00 81,80+0,00 81,80+0,00
2 Oh 51,40+0,28 48,15%1,20 52,60+4,10
3 Oh 35,30+3,54 34,30+0,00 42,35+2,19
4 Oh 29,8010,42 36,75+10,96 30,00+0,99
5 Oh 25,90+1,41 30,45+1,48 25,40+0,99

Oh 26,70+2,40 26,70+3,68 26,65+4,31
1h 25,70+0,57 25,7510,21 27,10+4,95
6 2h 29,051+6,15 32,20+3,82 34,90+13,86
4h 34,75+11,53 27,25+0,78 25,55+0,35
6 h 35,35+9,97 35,30+0,99 29,70+2,55
Oh 26,10+£1,13 26,65+2,76 26,75+1,48
1h 29,15+0,35 27,85+1,91 28,25+0,35
7 2h 29,3040,28 29,20+0,28 29,50+0,42
4h 29,3010,28 31,15+1,34 30,45%1,06
6 h 38,35+10,96 53,8018,34 39,00+0,71
Oh 40,05+3,04 46,05+4,60 38,65+1,63
1h 41,7514,03 39,35+2,76 38,65+1,06
8 2h 51,95+2,76 57,55+1,06 42,00+3,54
4 h 44,45+1,91 44,10%1,70 41,50+3,54
6 h 48,05+8,27 47,60+1,56 45,65+8,13
Oh 46,50+0,71 46,10+4,38 41,90+0,42
1h 42,85+2,19 40,20+1,13 41,20+1,13
9 2h 42,30+0,57 39,45+0,35 41,65+0,92
4 h 41,65+0,78 41,6015,94 42,05+2,90
6 h 41,60+0,85 47,80+14,42 40,55+0,49
10 Oh 39,40+2,12 42,55+10,82 40,25+0,35
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4.2.43. Propionat

Die Propionat-Gehalte im Pansensaft sanken in der Vorperiode von 14,6 mmol/l auf
Werte zwischen 6,75 mmol/l und 7,95 mmol/l. Die durchschnittlichen Propionat-
Werte der Kontroll- und die der REE-Fermenter, die auch Tabelle 36 entnommen
werden konnen, verliefen wahrend der gesamten Versuchsphase sehr ahnlich und
stiegen nie Uber 15,80 mmol/l. Im Gegensatz dazu stiegen die bis einschliel3lich Tag
7 noch recht ahnlich verlaufenden Propionat-Werte der Tetrazyklinfermenter ab Tag
8 und erreichten an Tag 10 ihr hochstes Niveau mit Konzentrationen von
durchschnittlich 21,45 mmol/l. Im Vergleich hierzu betragen die durchschnittlichen
Propionatkonzentrationen in den Versuchs- und REE-Fermentern an Tag 10 lediglich

13,20 mmol/I bis 13,30 mmol/l und sind somit deutlich niedriger.
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Tabelle 36: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Propionat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag |Messpunkt, 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 14,60+0,00 14,60+0,00 14,60+0,00
2 Oh 11,25+1,06 10,8510,21 11,40+0,57
3 Oh 8,05+0,21 8,30+0,42 10,30+0,28
4 Oh 7,75+0,07 9,40+2,40 7,05+0,21
5 Oh 7,00+0,42 7,95+0,35 6,75+0,49

Oh 7,701£0,57 7,65+1,06 6,60+0,85
1h 7,45+0,21 7,65+0,35 7,10£1,13
6 2h 9,20+1,84 9,25+0,07 6,75+1,48
4h 8,00+1,56 7,15+0,35 5,40+0,00
6 h 8,15+1,34 8,70+0,42 6,50+0,85
Oh 7,45+0,21 7,40+0,42 6,4510,49
1h 8,3010,42 7,90+0,42 7,45+0,35
7 2h 8,70+0,42 7,85+0,07 7,201£0,14
4h 8,40+0,00 8,95+1,20 7,95+0,35
6 h 12,15+4,03 13,00+0,00 9,05+0,21
Oh 10,90+0,71 11,65+0,78 13,65+0,92
1h 11,60+0,14 10,95+0,49 13,55+0,64
8 2h 15,1510,49 15,80+0,71 15,70+0,28
4 h 13,7040,00 11,70+£0,71 16,65+0,92
6 h 14,10+2,40 12,75+1,06 19,55+4,17
Oh 13,60+0,71 12,80+1,13 18,50+0,00
1h 12,85+0,35 11,70+0,71 17,85+0,49
9 2h 13,00+0,14 12,05%1,20 19,00+1,13
4h 13,10£0,00 11,85+1,34 19,2510,21
6 h 13,25+0,35 13,30£3,11 21,05+0,21
10 Oh 13,30+0,71 13,20+1,41 21,45+0,92
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4.2.4.4. Butyrat

In der Vorperiode wurden Butyratkonzentrationen zwischen 6,2 mmol/l und
9,1 mmol/l gemessen. In Tabelle 37 sind alle Butyratkonzentrationen, welche Uber
den gesamten Versuch gemessen wurden, dargestellt. Die durchschnittlichen
Butyratkonzentrationen stiegen waren der Versuchsphase in allen Gruppen an und
betrugen an Tag 10 Werte zwischen 14,4 mmol/l und 15,0 mmol/l. Das Verhalten der

Butyratkonzentrationen nach der Futterung war in allen Fermentern ahnlich.
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Tabelle 37: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Butyrat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag |Messpunkt| 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 7,50+0,00 7,50+0,00 7,50+0,00
2 Oh 6,75+0,78 6,95+0,35 8,40%1,27
3 Oh 6,20+0,28 6,65+0,64 9,50+0,14
4 Oh 7,45+0,21 9,10+2,26 7,45+0,07
5 Oh 7,05+0,78 8,15+0,21 7,75+0,35

Oh 7,9511,34 7,90£1,13 8,55+0,21
1h 8,50+0,28 8,85+0,92 10,60+1,13
6 2h 10,75+2,33 12,00+1,41 12,00+2,83
4h 10,65+1,91 9,95+0,21 10,20+0,14
6 h 10,60+1,56 11,40+0,57 11,35+1,34
Oh 8,95+0,49 9,25+0,07 10,55%1,34
1h 11,40+0,28 11,1510,21 12,75%1,20
7 2h 11,55+0,35 10,75+0,21 12,20+0,14
4h 10,65+0,07 12,05+1,20 13,05+0,07
6 h 15,10+4,53 17,55+0,92 14,95+0,35
Oh 13,10+0,71 15,05+2,19 14,85+0,64
1h 14,5010,14 14,6510,21 14,15%0,07
8 2h 18,70+0,99 20,75+0,49 16,35+0,49
4 h 16,1510,21 14,7510,21 16,25+0,07
6 h 16,20+3,11 15,55+0,07 18,8015,23
Oh 14,55+0,64 14,80+0,57 14,00+0,57
1h 14,60+0,14 14,50+0,28 13,55+0,35
9 2h 14,35+0,35 14,60+0,42 14,20+1,41
4h 14,35+0,35 14,20+0,28 13,7010,14
6 h 14,35+0,35 15,565+2,47 15,30+0,57
10 Oh 14,40+1,27 15,00+0,99 14,50+2,55
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4.2.4.5. Iso-Butyrat

Der Gehalt von Iso-Butyrat betrug im Startinokulum noch 0,5 mmol/l, sank jedoch in
der Vorperiode in allen Fermentern auf 0,1 mmol/l ab. Einen Uberblick Gber die
gemessenen durchschnittlichen Iso-Butyratkonzentrationen Uber den gesamten
Versuchszeitraum gibt Tabelle 38. Der Iso-Butyratgehalt aller Fermenter lag wahrend

der Versuchphase immer in einem Bereich von 0,1 mmol/l bis 0,2 mmol/l.

Tabelle 38: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Iso-Butyrat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag | Messpunkt | 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 0,50 0,00 0,50 0,00 0,50 0,00
2 Oh 0,15 0,07 0,20 0,00 0,15 0,07
3 Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,20 0,00
4 Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
5 Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00

Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
1h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
6 2h 0,10 £0,00 0,15 0,07 0,15 0,07
4 h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
6 h 0,10 0,00 0,20 0,00 0,170 0,00
Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
1h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
7 2h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,10 £0,00
4 h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
6 h 0,10 0,00 0,15 0,07 0,170 0,00
Oh 0,10 0,00 0,15 0,07 0,170 0,00
1h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
8 2h 0,10 0,00 0,20 0,00 0,10 £0,00
4 h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
6 h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
Oh 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
1h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
9 2h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,170 0,00
4 h 0,10 0,00 0,10 0,00 0,10 0,00
6 h 0,10 0,00 0,15 0,07 0,10 0,00
10 Oh 0,10 0,00 0,15 0,07 0,170 0,00
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4.2.4.6. Valerianat

Tabelle 39 gibt die durchschnittiche Gesamtkonzentration von Valerianat zu den
verschiedenen Messzeitpunkten Uber den gesamten Versuchszeitraum an. Zu
Beginn des Versuchs betrug die Valerianatkonzentration 0,8 mmol/l im frisch
entnommenen Pansensaft. Bis Ende der Vorversuchsphase stieg die Konzentration
in allen Fermentern auf Werte zwischen 2,5 mmol/l und 2,8 mmol/l an. Wahrend die
Kontroll- und REE-Fermenter wahrend der Versuchsphase recht ahnliche
Konzentrationen aufwiesen und diese Werte bis zu 8,15 mmol/l annahmen, sanken
ab Tag 7 die durchschnittlichen Valerianatkonzentrationen in den mit Tetrazyklin

zugesetzten Fermentern auf Werte unter 3 mmol/l.
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Tabelle 39: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Valerianat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag | Messpunkt | 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 0,80+0,00 0,80+0,00 0,80+0,00
2 Oh 0,75+0,07 0,80+0,00 0,85+0,07
3 Oh 1,30+0,14 1,3510,21 1,8010,14
4 Oh 2,20+0,14 2,70+0,71 2,05+0,07
5 Oh 2,50+0,28 2,80+0,00 2,60+0,14

Oh 3,00+0,42 2,95+0,49 3,05+0,07
1h 3,20+0,14 3,30+0,42 3,85+0,49
6 2h 4,20+0,85 4,65+0,64 4,15+1,06
4 h 3,95+0,64 3,75+0,07 3,50+0,14
6 h 3,95+0,49 4,35+0,21 3,95+0,49
Oh 3,35+0,07 3,45+0,07 3,25+0,49
1h 4,30%0,00 4,25+0,21 3,95+0,49
7 2h 4,30+0,00 4,15+0,35 3,701£0,14
4 h 4,05+0,07 4,55+0,07 3,90+0,14
6 h 5,75+2,05 7,05+0,92 4,60+0,28
Oh 5,15+0,07 6,00+1,13 3,85+0,07
1h 5,70+0,00 5,85+0,35 3,55+0,21
8 2h 7,30+0,57 8,15+0,49 4,05+0,49
4 h 6,15+0,35 5,90+0,28 3,90+0,28
6 h 6,25+1,06 6,10+0,28 4,50+1,56
Oh 5,45+0,21 5,85+0,21 2,65+0,07
1h 5,45+0,07 5,80+0,14 2,50+0,14
9 2h 5,40+0,00 5,75+0,07 2,70+0,00
4 h 5,25+0,07 5,75+0,07 2,50+0,28
6 h 5,35+0,21 6,25+0,92 2,80+0,28
10 Oh 5,20+0,14 6,00+0,42 2,45+0,07
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4.24.7. Iso-Valerianat

Tabelle 40 zeigt die durchschnittlichen Iso-Valerianatkonzentrationen zu allen
Messzeitpunkten Uber die gesamte Versuchsdauer. In der Vorperiode wurden Iso-
Valerianatkonzentrationen zwischen 0,45 mmol/l und 1,00 mmol/l gemessen. An Tag
6 pendelten sich die Werte bei allen Fermentern in einem Bereich zwischen 0,75
mmol/l und 0,80 mmol/l ein. Die durchschnittlichen Konzentrationen des Iso-
Valerianats stiegen sowohl bei den Kontroll- als auch bei den REE-Fermentern auf
Werte um die 1,00 mmol/l. Im Gegensatz hierzu fielen die Iso-
Valerianatkonzentrationen zwei Tage nach Beginn der Tetrazyklinzugabe stetig ab

und erreichten Werte von unter 0,5 mmol/l.
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Tabelle 40: Durchschnittliche Gesamtkonzentration von Iso-Valerianat (mmol/l) in den

verschieden rationierten Fermentern (MW * s)

Tag |Messpunkt, 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 Oh 0,80+0,00 0,80+0,00 0,80+0,00
2 Oh 0,60+0,14 0,75+0,07 0,85+0,07
3 Oh 0,55+0,07 0,75+0,07 1,00+0,14
4 Oh 0,45+0,07 0,85+0,21 0,70+0,14
5 Oh 0,55+0,07 0,70+0,00 0,70+0,00

Oh 0,75+0,07 0,75+0,07 0,80+0,14
1h 0,70+0,14 0,75+0,07 0,90+0,28
6 2h 1,00£0,00 1,35+0,21 0,85+0,21
4h 0,75+0,07 0,75+0,07 0,70+0,00
6 h 0,75+0,07 0,95+0,07 0,75+0,07
Oh 0,75+0,07 0,75+0,07 0,60+0,00
1h 0,80+0,00 0,75+0,07 0,60+0,00
7 2h 0,75+0,07 0,75+0,07 0,65+0,07
4h 0,75+0,07 0,80+0,00 0,60+0,00
6 h 1,20+0,57 1,20+0,14 0,65+0,07
Oh 1,05+0,07 1,00+0,14 0,55+0,07
1h 1,00+0,00 0,90+0,00 0,55+0,07
8 2h 1,3510,21 1,25+0,07 0,60+0,00
4 h 1,05+0,07 0,90+0,00 0,55+0,07
6 h 1,10£0,14 0,95+0,07 0,60+0,14
Oh 1,05+0,07 0,95+0,07 0,50+0,14
1h 1,00£0,00 0,90+0,00 0,45+0,07
9 2h 1,00+0,00 0,85+0,07 0,50+0,14
4 h 1,00+0,00 0,85+0,07 0,45+0,07
6 h 1,00+0,00 0,95+0,21 0,45+0,07
10 Oh 1,00£0,00 0,90+0,14 0,45+0,07
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4.2.5. Gasmenge

Die taglich produzierten durchschnittichen Gasmengen der verschiedenen
Fermenter (Tabelle 41) verhalten sich sehr ahnlich zueinander. Wahrend der
Vorperiode wurde in allen Fermentern geringfugig mehr Gas gebildet, als in der
anschlielfenden Versuchsperiode. In den letzten beiden Tagen der Versuchsphase
wurde in den Fermentern, denen Tetrazyklin zugesetzt wurde, geringflgig weniger
Gas gebildet. Insgesamt wurden Gasmengen zwischen 2515 ml und 3500 ml pro

Tag und Fermenter gebildet.

Tabelle 41: Taglich gebildete durchschnittliche Gasmenge in ml in den verschieden

rationierten Fermentern (MW % s)

Tag 3750 mg REE/kg Kontrolle Tetrazyklin
1 2850+141 31554290 3300+467
2 30904552 3040+28 3460+198
3 3470499 3500499 3300+141
4 34101269 3340+170 3390+14
5 320010 29901410 29654233
6 288517 28101127 2815449
7 3150442 3090471 2975449
8 2990114 2935+120 25154375
9 29451106 2930471 2795178
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5. Diskussion

5.1. Futterungsversuch mit Schweinen

Ferkel mit einem Durchschnittsgewicht von 8,6 kg wurden in 4 Rationsgruppen
eingeteilt und Uber 6 Wochen gemastet. Die Tiere erhielten zu ihrer praxisublichen
Diat als Zusatz ein Gemisch von Seltenen Erden-Citrat in einer Dosierung von 0, 50,
100 bzw. 200 mg / kg Futter. Die Ration entsprach den Futterungsempfehlungen der
DLG (1991).

5.1.1. Gesundheitsstatus

Vier Tage nach der Einstallung zeigten einige Tiere Durchfall in unterschiedlichen
Schweregraden. In den darauffolgenden Tagen erkrankten mehr als 50 % der Tiere
an Diarrhoe. Bei drei Tieren, deren Diarrh6e Uber mehrere Tage bestand, bzw. die
wassrigen Durchfall zeigten, wurden Kotproben zur Untersuchung genommen. Bei
der Untersuchung wurden neben Escherichia coli, Enterokokken und Pasteurellen

gefunden. Brachyspiren und Salmonellen konnten nicht nachgewiesen werden.

Der Durchfall trat in allen 4 Versuchsgruppen auf und ist daher nicht auf den Zusatz

des Seltenen Erden Gemisches zuritckzufiuihren.

Escherichia coli treten in einer Vielzahl von Stammen auf, die sowohl Bestandteil der
Normalflora als auch wichtige Krankheitserreger bei Mensch und Tier sein kdnnen.
Hamolyse und mukoides Wachstum sind Kriterien zur erganzenden phanotypischen
Charakterisierung, die in einigen Fallen in Beziehung zur Virulenz stehen. Die
Colidiarrhde verursachenden enterotoxischen E.coli-Stamme (ETEC), die vor allem
Absatzferkel betrifft, zeigen auf Blutagar Hamolyse. In allen drei Kotproben konnten
hamolysierende E.coli nachgewiesen werden, zum Teil mit einem hohen Keimgehalt.
Durch molekularbiologische Charakterisierung konnten Shigatoxin, F18-Fimbrien
temperaturlabile (LT) wie auch temperaturstabile (ST) Enterotoxine differenziert

werden.
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Die Enterokokken, die bei der bakteriologischen Kotuntersuchung gefunden wurden,
gehoren der Normalflora des Darmtraktes an. Bei den Pasteurellen muss es sich um
eine Kontamination der Probe handeln, da diese Keime nur in der Lunge vorkommen
bzw. pathogen wirken. Differentialdiagnostisch sind Salmonellose, Dysenterie und
die intestinale Spirochatose abzuklaren. Die Erreger werden nicht kontinuierlich
ausgeschieden, so dass ein diesbezuglich negativer Befund eine Infektion nicht
ausschlieRt. Des Weiteren ist differentialdiagnostisch ein durch Futterumstellung
bedingter Durchfall in Betracht zu ziehen. Dieser tritt meist 3 bis 4 Tage nach dem
Absetzen mit Futterwechsel auf. Die Schweine wurden jedoch bei der Einstallung
langsam auf das neue Futter umgestellt. Zum Zeitpunkt der ersten

Durchfallsymptome erhielten die Tiere 100 bis 115 g Futter pro Mahlzeit.

Aufgrund des teilweise hohen Keimgehaltes an E.coli, der nachgewiesenen
Enterotoxine und des Alters der Tiere kdnnen diese Erreger als Hauptursache der
Diarrh6e gesehen werden, da auch die Therapie mit Enrofloxacin binnen 2 Tagen bei
allen Tieren anschlug. Eine in der Literatur beschriebene bakteriostatische bzw.
bakteriozide Wirkung der Seltenen Erden (CASSONE und GARACI, 1974; ZHANG et

al., 1999) konnte das Durchfallgeschehen nicht beeinflussen.

Der Ausfall eines Tieres aus Gruppe 2 beruhte allein auf einer durch mechanische
Einflisse aufgetretenen Behinderung. Auf Grund dessen musste das Tier aus dem
Versuch genommen werden, da es in der Futteraufnahme gegenuber den anderen
Tieren benachteiligt war. Durch das Verflttern an Seltenen Erden war keine
Beeinflussung der Gesundheit der Tiere erkennbar. Das entspricht der in der
Literatur beschriebenen geringen oralen Toxizitat (EVANS, 1990) sowie der in
friheren Versuchen beschriebenen guten oralen Vertraglichkeit von Seltenen Erden
in diesen Dosierungen (SCHULLER et al., 2002; EISELE, 2003; HE et al., 2003).

5.1.2. Futteraufnahme

Die Futteraufnahme wurde taglich durch Rickwagung festgestellt. Problematisch
daran jedoch ist, dass nur eine durchschnittliche Futteraufnahme pro Gruppe und
nicht pro Einzeltier festgestellt werden konnte, da alle Tiere der jeweiligen
Rationsgruppe gemeinsamen Zugang zum Futterautomaten hatten. Ein Vorteil der
Gruppenhaltung jedoch ist, dass diese Haltungsform den Umstanden in der Praxis

entspricht und somit eher Schlussfolgerungen auf eine mdégliche Replizierbarkeit
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unter Feldbedingungen zulasst. Abbildung 2 zeigt die durchschnittliche
Futteraufnahme pro Tier und Tag. Der Futterverzehr von Gruppe 2 (50 mg REE-
Citrat/kg Futter) war dem der Kontrollgruppe relativ ahnlich. Insgesamt nahmen die
Tiere aus Gruppe 2 (50 mg REE-Citrat’/kg Futter) 1,6 % weniger Futter auf,
verglichen mit den Tieren der Kontrollgruppe. Im Gegensatz hierzu nahmen die Tiere
der Gruppen 3 und 4, welche 100 bzw. 200 mg Seltene Erden-Citrat-Gemisch pro
Kilogramm Futter erhielten, 4,9 % bzw. 17,2 % mehr Futter als die Tiere der
Kontrollgruppe Uber den gesamten Versuchszeitraum auf. Die in den verschiedenen
Versuchswochen z.T. deutlich erhdhten Futteraufnahmen bei den mit 100 und 200
mg REE-Citrat/kg Futter supplementierten Tieren lassen auf eine Beeinflussung der

Futteraufnahme durch REE-Citrat schlief3en.
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Abbildung 2: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme (g) pro Tier in den

verschiedenen Rationsgruppen wahrend der einzelnen Versuchswochen

Die Mehraufnahme an Futter der mit 200 mg REE-Citrat-Gemisch supplementierten
Rationen fiel sogar noch groRer aus, als die von SCHULLER et al. (2002)
beschriebenen. Hierbei nahmen die Tiere, welche ein mit 300 mg REE-Chlorid-
Gemisch/kg supplementiertes Futter erhielten, um 7 % bis 11 % mehr Futter auf. Im
Versuch von HE et al. (2003) nahmen die Tiere (Ratten), welche mit 75 mg REE-

Chlorid-Gemisch/kg supplementiertes Futter erhielten, signifikant mehr Futter im
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Vergleich zu den Kontrolltieren auf, wahrend die Versuchsgruppen, welche reines
LaCls in einer Dosierung von 75 mg bzw. 150 mg oder 150 mg REE-Chlorid-Gemisch
pro Kilogramm Futter erhielten, eine gegenuber der Kontroligruppe reduzierte

Futteraufnahme zeigten.

5.1.3. Gewichtszunahme

Im Gegensatz zur taglich erfassten Futteraufnahme wurde die Gewichtszunahme
zweimal pro Woche Uberpruft. In der Abbildung 3 ist die mittlere tagliche
Lebendmassezunahme in den einzelnen Rationen im Versuchszeitraum
veranschaulicht. Dabei fallen zum Teil deutliche Unterschiede auf. In allen
Versuchswochen wies die Gruppe 4 (200 mg REE-Citrat) die hochste
Gewichtszunahme auf. Betrachtet man den gesamten Versuchszeitraum, so ergeben
sich gegenuber der Kontroligruppe um 0,4 %, 8,6 % und 22,6 % hdhere
Tageszunahmen fur die mit Seltenen Erden supplementierten Gruppen 2, 3 und 4. In
Woche 3 und 5 (1/2) zeigten sich bei Gruppe 4 deutliche Gewichtszunahmen.
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Abbildung 3: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme (g) in den verschiedenen

Rationsgruppen wahrend der einzelnen Versuchswochen
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Auffallend ist die in Woche 5 (1/2) deutlich reduzierte Gewichtszunahme der Tiere
der Kontrollgruppe. Es konnte jedoch hierfur keine Erklarung gefunden werden. Der
Grund fur die in allen Gruppen relativ hohe Standardabweichung ist sicherlich auch
hier in der geringen Tierzahl zu sehen, was mitunter auch Ursache flr die wenigen
Signifikanzen zu sein scheint. Die Steigerungen der Tageszunahmen durch die
Supplementierung mit Seltenen Erden fielen wesentlich groRer aus als in den
friheren Versuchen (RAMBECK et al.,, 1999; HE et al., 2001, SCHULLER et al.,
2002; EISELE, 2003). Die erzielten Mastleistungssteigerungen entsprechen den in
der chinesischen Literatur beschriebenen (CHEN, 1997; HU et al., 1999; WANG und
XU, 2003).

5.1.4. Futterverwertung

Nachdem eine gesteigerte Futteraufnahme und Gewichtszunahme bei den Gruppen,
die mit hoheren Dosierungen an Seltenen Erden supplementiert wurden, verzeichnet
werden konnte, war nun von Interesse, ob die erzielten Steigerungen der
Gewichtszunahme allein als Folge des erhdhten Futterverzehrs zu sehen war. Um
dies zu klaren, wurde die Futterverwertung errechnet. Sie gibt an, wie viel kg Futter
pro kg Korperzuwachs benotigt wird. Der tagliche Futterverzehr konnte aufgrund der
Gruppenhaltung fur jedes Tier nur im Durchschnitt errechnet werden. Aufgrund
dessen und der niedrigen Tierzahl pro Gruppe wirken sich von Einzeltieren
verschlechterte Futteraufnahmen und Verwertungen stark auf das Gesamtergebnis

aus und reduzieren dadurch etwas dessen Aussagekraft.

Abbildung 4 veranschaulicht, dass die Futterverwertung Uber die gesamte ad libitum-
Phase gesehen bei allen mit REE supplementierten Gruppen verbessert ist. Vor
allem in Woche 1 zeigen die hochdosierten Tiere eine deutliche Verbesserung der
Futterverwertung. In Woche 3 und 4 weisen alle Tiere der REE-Gruppen jedoch eine

wenn auch nur geringfugig schlechtere Futterverwertung als die Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 4: Durchschnittliche Futterverwertung (kg/kg) in den verschiedenen

Rationsgruppen wahrend der einzelnen Versuchswochen

In Versuchen mit Aufzuchtsferkeln und Mastschweinen unter westlichen Haltungs-
und Fatterungsbedingungen wurden Verbesserungen des Futteraufwandes von 3 %
bis 7 % bei den Aufzuchtsferkeln bzw. 3 % bis 11 % bei den Mastschweinen
gesehen. Im Futterungsversuch mit den Mastschweinen war die Futterverwertung in
der Aufzuchtsphase hochsignifikant verbessert (RAMBECK et al., 1999; BORGER,
2003). Auch in der chinesischen Literatur wird von einem verringerten Futteraufwand
bei Schweinen durch die Supplementierung des Futters bzw. des Wassers mit
Seltenen Erden berichtet. Die Verbesserungsrate betragt 2 % und 19 % (CHEN,
1997; HU et al., 1999; WANG und XU, 2003). Bei anderen Tierarten werden

ebenfalls Verbesserungen der Futterverwertung erzielt

5.1.5. Aktivitat der ALP im Serum

Um Aufschluss Uber den Wirkungsmechanismus von Seltenen Erden zu erhalten
wurde die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im Serum zu Beginn und an drei
Messzeitpunkten wahrend der Studie gemessen. Auch hier besteht das Problem der
geringen Tierzahl. Schon 1 bis 2 ,Ausreiler” beeintrachtigen stark das Ergebnis, was

an den teilweise relativ hohen Standardabweichungen ersichtlich ist. Deshalb ist eine
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Bewertung der Ergebnisse nur unter Vorsicht durchzufihren. In Abbildung 5 werden
die Aktivitaten der Alkalischen Phosphatase uber den Versuchszeitraum zu den
verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten verdeutlicht. Insbesondere an Tag 15 lagen
die Aktivitaten der ALP bei den Tieren der Gruppe 4 (200 mg REE-Citrat/kg Futter)
weit unter denen der Kontrollgruppe. Die Aktivitaten der ALP sinken bei allen
Gruppen im Verlauf des Versuches. Diese Abnahme der Aktivitat der ALP ist
physiologisch, da bei der Aktivitat der ALP eine erhebliche Altersabhangigkeit
besteht. Die ALP ist unter anderem in Osteoblasten enthalten, dies ist der Grund
warum Jungtiere eine wesentlich hdhere Enzymaktivitat als erwachsene Tiere
besitzen (KRAFT et al., 1997).
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Abbildung 5: Durchschnittlicher ALP-Gehalt im Serum (IU/l) der einzelnen
Rationsgruppen an den Tagen 1, 15, 29 und 41

Die in diesem Versuch im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell niedrigeren
Aktivitaten der Alkalischen Phosphatase wurden in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Im Gegensatz dazu konnten HE et al. (2003) bei Ratten, welche 18
Tage lang mit Seltenen Erden supplementiertes Futter erhielten, eine Erh6hung der
ALP-Aktivitat im Serum beobachten, welche bei den Tieren, die 75 mg REE-Chlorid
pro kg Futter erhielten, signifikant war. Die Tiere, welche 150 mg REE-Chlorid pro kg
Futter erhielten, zeigten eine 20 %ige Aktivitatssteigerung der ALP, welche jedoch
nicht signifikant war. In der vorliegenden Studie konnte eine Senkung der Aktivitat

der ALP im Serum bei Schweinen durch Seltene Erden-Citrat festgestellt werden.
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Der Grund fir diese Aktivitatsabnahmen ist jedoch nichtbekannt. Eine zusatzliche

Bestimmung der knochenspezifischen ALP kdnnte mehr Aufschluss geben.

5.1.6. Zinkgehalt im Serum

Durch Calcium und Phytinsdure kann die Zinkresorption durch die Inaktivierung
zinkhaltiger Enzyme oder die Besetzung der gleichen Bindungsstellen beeinflusst
werden. Auch Cadmium, Chrom, Eisen, Kupfer, Mangan und Nickel beeinflussen die
Zinkresorption mafRgeblich (WOLTER, 1982; MANNER und BRONSCH, 1987;
KIRCHGESSNER, 1997). Denkbar ware daher eine Beeinflussung der Resorption
von Spurenelementen durch Seltene Erden. Bei der Messung des Zinkgehaltes im
Serum ergaben sich zwischen den verschiedenen Gruppen jedoch keine
wesentlichen Unterschiede. Es ergab sich somit kein Einfluss von Seltenen Erden

auf den Zink-Gehalt im Serum.

5.1.7. Calcium- und Phosphorgehalt der Knochen

Aufgrund der geringen Tierzahl pro Gruppe kénnen Abweichungen der Werte bei
Einzeltieren in grolem MalRe Einfluss auf den Mittelwert nehmen. Die
Standardabweichung ist jedoch bei diesen Parametern sehr gering, was die
Aussagekraft des Ergebnisses verstarkt. Zwar lagen nur geringe Unterschiede
zwischen den Gruppen vor, diese waren jedoch signifikant. Gruppe 2 und 3 zeigen
gegenuber der Kontrollgruppe und Gruppe 4 einen erniedrigten Calciumgehalt im
Knochen. In der Literatur finden sich Hinweise, dass Lanthanoidionen Calciumionen
isomorph ersetzen konnen (BIRNBAUM, 1970; EVANS, 1990), dies womaoglich auch
im Knochen. Aufgenommene Seltene Erden reichern sich unter anderem im
Knochen an (EVANS, 1990). Dies ware somit eine Erklarung fur den erniedrigten
Calciumgehalt. KRAMSCH et al. (1980) konnten jedoch im Knochen von Kaninchen,
welche acht Wochen lang 40 mg Lanthan/kg Futter erhielten, kein Lanthan
nachweisen. Verglichen mit Gruppe 2 und 3 zeigt Gruppe 4 einen signifikant
erhohten Calcium-Gehalt. Zu beachten ist jedoch, das die Unterschiede zwar
signifikant, jedoch nicht sehr grofl3 sind. Warum Seltene Erden bei den beiden niedrig
dosierten Gruppen den Calciumgehalt senken und bei der hochdosierten Gruppe
erhohen, konnte nicht geklart werden.
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DAMMENT et al. (2002) beschreiben eine reduzierte Knochenmineralisation und
reduzierten Phosphorgehalt im Serum bei Einsatz von Lanthan-Carbonat bei
nephrektomierten Ratten. Der Verdacht bestand, dass sich die von DAMMENT und
WEBSTER (2003) beschriebene phosphorbindende Eigenschaft von Lanthan-
Carbonat auch bei Seltene Erden-Citrat auftreten kdnnte und dies maoglicherweise
eine Beeinflussung des Phosphorgehaltes im Knochen zur Folge hatte. Dies war
jedoch nicht der Fall. Das erniedrigte Ca/P-Verhaltnis von Gruppe 2 und 3 ist alleine
auf die signifikante Calciumreduktion zu beziehen, da sich der Phosphorgehalt zu

ahnlich war.

5.1.8. Mikrobiologische Untersuchung der Darmflora

Aufgrund eines anderen Versuches an unserem Institut bestand die Mdglichkeit, vier
Digestaproben untersuchen zu lassen. Die Bestimmung der aeroben und anaeroben
koloniebildenden Einheiten, der Enterobakterien und der Milchsaurebildner erfolgte
beispielhaft an einem Tier pro Gruppe. Es ist klar, dass anhand einer Probe eines
Einzeltieres pro Gruppe keinerlei gesicherte Aussagen gemacht werden koénnen.
Tendenziell wurden bei den mit Seltenen Erden supplementierten Tieren niedrigere
Gehalte anaerober Keime gefunden, was auch den Beobachtungen von SCHULLER
(2001), welche Digestaproben von Seltenen Erden-Chlorid supplementierten Broilern
untersuchte, entspricht. Dies kdnnte bedeuten, dass Mikroorganismengruppen im
Dunndarm durch den Zusatz von Seltenen Erden beeinflusst werden. Bei den
weiteren bestimmten Mikroorganismen lieRen sich keinerlei Tendenzen erkennen, da
die Ergebnisse stark variierten und eine Probe pro Gruppe eigentlich auch keine

Aussage erlaubt.

Bezuglich der Wirkung Seltener Erden auf Mikroorganismen finden sich in der
Literatur einige Hinweise auf einen bakteriostatischen und auch bakterioziden Effekt.
Interessanterweise wird bei niedrigen Dosen (10°M) jedoch eine Stimulierung des
mikrobiellen Wachstums beschrieben (MUROMA, 1958; EVANS, 1990). Die
genauen Wirkmechanismen sind jedoch in beiden Fallen ungeklart. Da die
antimikrobielle Wirkung der Seltenen Erden offensichtlich in hohem Male
konzentrationsabhangig ist, scheint es interessant, zu klaren, in welchen
Konzentrationen die aufgenommenen Seltenen Erden in den Digesta vorliegen.
Beachtung sollte dabei auch der jeweiligen Art des eingesetzten REE-Komplexes
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geschenkt werden, da es je nach Art zu einer Wachstumsstimulation oder
Bakteriostase kommen kann (ZHANG et al., 2000).
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5.2. Fermentationsversuch mit Hilfe des RUSITEC

Das RUSITEC-System simuliert die fur den mikrobiellen Stoffwechsel im Pansen
wichtigsten physiologischen Bedingungen. Mit Hilfe dieser semi-kontinuierlichen in
vitro Methode konnen Untersuchungen zur mikrobiellen Fermentation im Pansen
unter kontrollierten Bedingungen durchgefihrt werden. Im Gegensatz zu in vivo
Untersuchungen, bei denen die Versuchsergebnisse durch inhomogenen
Panseninhalt und Absorption- bzw. Sekretionsvorgange im Pansen beeinflusst
werden, ermoglicht das RUSITEC-System eine exakte Bestimmung der Messgrolien

des mikrobiellen Pansenstoffwechsels.

Charakteristisch fur das RUSITEC-System ist das nach wenigen Tagen erreichte
Gleichgewicht der mikrobiellen Stoffwechseleigenschaften. Wahrend der ersten 4 bis
6 Tage des Versuches sinkt die Produktion an Fermentationsprodukten leicht ab,
bleibt danach aber auf gleichem Niveau. Voraussetzung fur diesen als steady state
bezeichneten Zustand ist eine gleichbleibende Qualitdt und Quantitat der Futterration
im RUSITEC-System und eine darauf abgestimmte Puffer-Perfusionsrate
(CZERKAWSKI und BRECKENRIDGE, 1977).

Das fur diese Studie eingesetze RUSITEC-Gerat bestand aus 6 Fermentern. Wegen
der geringen Anzahl wurden die Untersuchungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Seltenen Erden und Futtermitteln hintereinander durchgefihrt.
Aufgrund der sich hieraus ergebenden Variationen im Versuchsablauf, ist es nicht
mdglich die einzelnen Versuchsdurchgange statistisch zu bewerten. Daher und
aufgrund der enormen Datenmengen wurde nur ein Versuch beispielhaft dargestellt

und naher erlautert.

5.2.1. pH-Wert

Weder in der Vorperiode noch zu den verschiedenen Messzeitpunkten der
Versuchsphase bestanden Unterschiede im pH-Wert zwischen den verschiedenen
Fermentern. Die tagliche Pufferzufuhr trug sicherlich zur Stabilitdt der pH-Werte bei,
jedoch kann eine eigentlich starke pH-Wert-Anderung nicht vollstéandig abgepuffert

werden. So findet man in der Literatur pH-Wert-Anderungen im RUSITEC zum
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Beispiel unter Zusatz von Glycerol (MESSERLI, 1999) und keine beim Zusatz von
Nisin oder Monensin (JALC und LAUKOVA, 2002). Auch ZINN (1993) konnte unter
oralem Einsatz von Chlortetrazyklin bei Stieren keinen Effekt auf den Pansen-pH
feststellen. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann angenommen werden, dass

Seltene Erden keinen Einfluss auf den pH-Wert im Pansen haben.

5.2.2. Redoxpotential

Um optimale Fermentationsprozesse und ein ungehemmtes Wachstum der Mikroben
zu gewabhrleisten, mussen analog zu den Verhaltnissen im Pansen auch im
RUSITEC-System anaerobe Bedingungen herrschen. Das Redoxpotential gibt einen
Hinweis auf die Sauerstoffbelastung in den Inkubationsgefalen. In vivo lassen sich
Redoxpotentiale in einem Bereich von — 200 bis — 400 mV messen. LEEDLE et al.
(1982) beschreiben zwei Stunden nach der Futterung ein Maximum der
Fermentationsrate, was dem Erreichen des tiefsten Punktes des Redoxpotentials in
den Kontroll- und REE-Fermentern bei den Messungen zum gleichen Zeitpunkt in
der Versuchsphase des vorliegenden Versuchs gut entspricht (Abbildung 6). Bei den
Versuchen von KELLY (1996) zeigte sich ebenfalls zwei Stunden nach Futterung das
negativste Redoxpotential. In unserer Studie erreichte die Positivkontrolle mit
Tetrazyklin erst nach vier Stunden das negativste Redoxpotential und zwei Stunden
nach der Futterung stieg es zunachst wieder an. Abbildung 7 verdeutlicht das ab Tag
7 stark reduzierte Redoxpotential der Tetrazyklinfermenter, wahrend sich das
Redoxpotential der Seltenen Erden- und Kontrollfermentern sehr ahnlich ist. Dieses
abweichende Verhalten der Positivkontrolle bestatigt die Sensibilitat der
Versuchsdurchfihrung und untermauert die Schlussfolgerung, dass Seltene Erden

keine Auswirkung auf das Redoxpotential im kinstlichen Pansen haben.
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Abbildung 6: Verlauf des durchschnittlichen Redoxpotentials wiahrend der
Versuchsphase zu den Zeitpunkten 0 h,1 h,2 h,4 hund 6 h
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Abbildung 7: Durchschnittliches Redoxpotential der einzelnen Rationsgruppen iiber

den gesamten Versuch zum Zeitpunkt vor der Fiitterung (0 h)
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5.2.3. Ammoniak-Gehalt

Fir die im Pansen befindlichen Mikroorganismen ist eine ausreichende Stickstoff-
und Energieversorgung essentiell. Erwiesenermalien sinken die Ammoniak-Gehalte
im kdnstlichen Pansen mit Fortschreiten des Versuches ab (GRIFFITHS, 1967).
Abbildung 8 verdeutlicht den in unseren Studien ebenfalls auftretenden Abfall des
Ammoniak-Gehaltes. Bei JALC und LAUKOVA (2002) hatte die Zugabe von
Antibiotika in den kinstlichen Pansen eine niedrigere Ammoniak-Produktion zur
Folge. Dies lasst sich tendenziell auch an den letzten beiden Tagen an der
Tetrazyklingruppe erkennen. In diesem Versuch konnte kein Einfluss der Seltenen

Erden auf die Ammoniak-Produktion im Pansen gesehen werden.
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Abbildung 8: Durchschnittlicher Ammoniak-Gehalt der einzelnen Rationsgruppen tiber

den gesamten Versuch zum Zeitpunkt vor der Fiitterung (0 h)

5.2.4. Gehalt an flichtigen Fettsauren

Um festzustellen, ob eine Supplementierung von Seltenen Erden Auswirkungen auf
ruminale Mikroorganismen hat, wurde der Gehalt an verschiedenen flichtigen
Fettsduren gemessen. Als Positivkontrolle wurde Tetrazyklin eingesetzt, welches

nachgewiesenermalien Auswirkungen auf das Fettsauremuster im Pansen hat. Wie
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alle gemessenen Konzentrationen sind auch diejenigen der FFS vom Pufferfluss
abhangig. Als Stoffwechselprodukte der im einzelnen Fermenter etablierten
Mikroorganismenpopulation sind sie sehr sensible Indikatoren fur deren
Unterschiede. Die FFS werden im RUSITEC nicht im gleichen Ausmal wie im
Pansen durch Futter und wechselnd intensiven Speichelfluss verdiinnt und Uber die
Pansenwand aufgenommen, was die Messung ihrer Produktionsraten in vivo stark
erschwert (VAN DER WALT, 1977). Die im RUSITEC gemessenen FFS-
Konzentrationen sind eigentlich nur innerhalb eines Versuches oder zwischen

ahnlichen Versuchen vergleichbar.

In dieser Studie verringerte sich die Gesamtkonzentration der FFS in der
Vorversuchsphase, allerdings in allen Fermentern ahnlich, und stieg anschlielRend
wieder an. Generell konnte in diesem Versuch keine Beeinflussung der Seltenen

Erden auf die Gesamtmenge der FFS beobachtet werden.

Die Acetat-Gehalte aller Fermenter waren sich zu allen Probeentnahmezeitpunkten
aulderst ahnlich, auch die der Positivkontrolle mit Tetrazyklin. Die Literaturangaben
uber die Beeinflussung des Acetat-Gehaltes im Pansen durch Antibiotika sind
widerspruchlich. Wahrend MIR (1989) bei oralem Einsatz von Chlortetrazyklin keine
Auswirkungen auf den Acetat-Gehalt feststellen konnten, verzeichnete ZINN (1993)

eine Reduktion des Acetat-Gehaltes.

Die Propionat-Gehalte der Kontroll- und REE-Fermenter waren wahrend des
gesamten Versuches sehr ahnlich. Abbildung 9 verdeutlicht dieses. Zwei Tage nach
Beginn der Versuchsphase stieg der Propionat-Gehalt im Tetrazyklin-Fermenter
deutlich an. Dieser Anstieg von Propionat unter Zugabe von Antibiotika wird auch in
der Literatur beschrieben (ZINN, 1993; CORPET, 1999) und bestatigt die

Positivkontrolle.
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Abbildung 9: Taglicher durchschnittlicher Propionat-Gehalt (mmol / I) der einzelnen

Rationsgruppen iliber den gesamten Versuchszeitraum

MANSFIELD et al. (1995) erwahnen in RUSITEC-artigen Fermentern eine leichte
Verschiebung des Futtermittelabbaus von  strukturgebenden zu  nicht
strukturgebenden Kohlenhydraten, was die Bildung von Propionat und Butyrat
fordert. Dies erklart den Anstieg des Butyratgehaltes in allen Fermentern wahrend
des Versuches (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Taglicher durchschnittlicher Butyrat-Gehalt (mmol / I) der einzelnen

Rationsgruppen iliber den gesamten Versuchszeitraum
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Der Iso-Butyrat-Gehalt sank zu Beginn ab und blieb bei allen Gruppen wahrend der

Versuchsphase auf diesem niedrigen Niveau.

Der durchschnittliche Valerianat-Gehalt der Gruppen war Uber den gesamten
Zeitraum sehr ahnlich. Eine Ausnahme stellen hier die Tetrazyklinfermenter dar,
deren Valerianat-Gehalt an Tag 8 schon deutlich erniedrigt ist. Abbildung 11
verdeutlicht das Verhalten der durchschnittlichen Valerianat-Konzentration der
verschiedenen Gruppen. Der im Vergleich mit der Kontrollgruppe geringgradig
erniedrigte Valerianat-Gehalt der REE-Fermenter lie3 sich nicht in den anderen
Versuchen bestatigen. Diese Gehalte sind zum einen nur geringgradig niedriger, zum
anderen bestand nur die geringe Anzahl von zwei Versuchsfermentern, so dass die
Aussagekraft dieser Erniedrigung eingeschrankt ist. Es kann davon ausgegangen
werden, dass Seltene Erden in den eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluss auf

den Valerianat-Gehalt im kinstlichen Pansen haben.
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Abbildung 11: Taglicher durchschnittlicher Valerianat-Gehalt (mmol / I) der einzelnen

Rationsgruppen iiber den gesamten Versuchszeitraum zum Zeitpunkt 0 h

Bis auf eine relative Schwankung in der Vorversuchsphase, in welcher noch keinerlei
Zusatze in die Fermenter gegeben wurden, sind die Konzentrationen des Iso-
Valerianats der REE-Fermenter sehr ahnlich mit denen der Kontrollfermenter

(Abbildung 12). Der Iso-Valerianat—Gehalt verhielt sich bei der Positivkontrolle
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ahnlich dem Valerianat der Positivkontrolle, wobei hier nur Differenzen von

0,4 mmol/l erreicht wurden.
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Abbildung 12: Taglicher durchschnittlicher Iso-Valerianat-Gehalt (mmol / I) der

einzelnen Rationsgruppen iiber den gesamten Versuchszeitraum

Generell konnte in diesem Versuch weder eine Beeinflussung Seltener Erden auf die
einzelnen Konzentrationen der verschiedenen fluchtigen Fettsduren, noch auf deren

Gesamtgehalt im kinstlichen Pansen gesehen werden.

5.2.5. Gasmenge

Die taglich gebildeten Gasmengen, welche in Abbildung 13 dargestellt sind,
unterschieden sich kaum voneinander. Lediglich in der Positivkontrolle, welche
Tetrazyklin erhielt, liel® sich in den letzten Tagen eine geringfligige Reduktion der
Gasbildung beobachten. Dies stimmt mit der fir den Einsatz von Antibiotika im
Pansen beschriebenen Reduktion der Methanbildung tberein (MACGREGOR und
ARMSTRONG, 1982; GROPP, 1986). Auch die gegenlaufige Entwicklung von
Propionsaure und Methangehalten (Gasbildung) lasst sich als eine Begunstigung des
Energiestoffwechsels ansehen (HUNGATE, 1967; WALLACE und NEWBOLD,
1992).
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Abbildung 13: Taglich durchschnittlich produzierte Gasmenge der einzelnen

Rationsgruppen iliber den gesamten Versuchszeitraum

5.2.6. Schlussfolgerung

Tetrazyklin fungierte als Positivkontrolle und lasst erkennen, dass die Durchflhrung
des Versuchs und die Messmethodik korrekt sind und sich Veranderungen bei den
gemessenen Parametern erzielen lassen. Die Unterschiede von Positivkontrolle zu
Negativkontrolle und REE-Gruppe lassen sich deutlich in den letzten drei Tagen

erkennen.

Das RUSITEC-System hat sich zu einer zuverlassigen und bewahrten
Standardmethode entwickelt, um den mikrobiellen Pansenstoffwechsel in vitro zu
untersuchen. Es bleibt jedoch der Vorbehalt, dass auch das RUSITEC-System wie
jede andere in vitro Inkubationsmethode die in vivo Fermentation nicht vollstandig
reproduzieren kann. Ob sich dennoch durch Supplementierung von Seltenen Erden
Effekte auf die ruminale Fermentation oder auf den Gesamtorganismus beim
Wiederkauer erzielen lassen und ob ein Einsatz beim Wiederkauer sinnvoll ist

mussten Untersuchungen in vivo zeigen.
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6. Zusammenfassung

In China werden Seltene Erden, zu denen die Elemente Lanthan, Cer und
Praseodym gehdren, seit mehreren Jahrzehnten in der Landwirtschaft zur Ertrags-
und Leistungssteigerung eingesetzt. Eine Vielzahl von chinesischen Studien
berichtet Uber zum Teil enorme Leistungsverbesserungen, wobei die spektakularsten

Effekte in der Geflugel- und Schweineproduktion erzielt werden konnten.

In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits eine Reihe von Futterungsstudien mit
Seltenen Erden durchgefuhrt. Bisher wurden jedoch diese Mineralsalze in
Chloridform eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals an unserem
Institut die Effekte von Seltenen Erden-Citrat in der Ferkelaufzucht, sowie ebenfalls

erstmalig am Wiederkauer in einem in vitro Versuch untersucht.

Es wurde hierzu eine Futterungsstudie mit 28 Ferkeln (Deutsche Landrasse x
Piétrain) in 4 Rationsgruppen, zu je 7 Tieren durchgeflhrt. Die Tiere erhielten
praxistubliche Diaten mit einem Zusatz eines Gemisches von Seltenen Erden-Citrat in
Konzentrationen von 0, 50, 100 bzw. 200 mg/kg Futter Uber einen Zeitraum von 6
Wochen. Dabei konnte ein positiver Effekt des Seltenen Erden-Citrats auf die
gemessenen Mastleistungsparameter beobachtet werden. In der Versuchsperiode
waren die Tageszunahmen der beiden hoher supplementierten Gruppen um 8,6 %
bis 22,6 % besser als die der Kontrollgruppe, wahrend die der niedrig dosierten
Gruppe keinen Unterschied zeigten. Eine Verbesserung der Futterverwertung um
2 % bis 6 % konnte bei allen mit Seltenen Erden supplementierten Gruppen
verzeichnet werden. Damit konnten in der Schweinefutterung durch die
Supplementierung von Seltenen Erden-Citrat noch starkere leistungssteigernde
Effekte, als bei den Studien, in denen die Chloridform eingesetzt wurde, verzeichnet

werden.

Die Untersuchung von moglichen Einflissen von Seltenen Erden-Citrat auf die
ruminale Fermentation wurde am Modell des RUSITEC (Rumen Simulation
Technique), einem klnstlichen Pansen, vorgenommen. Dabei wurde die Wirkung
von Seltenen Erden in unterschiedlichen Dosierungen gegen eine Negativkontrolle
(ohne Zusatz) und eine Positivkontrolle (Tetrazyklin) verglichen. Die Untersuchungen

erfolgten jeweils Uber einen Zeitraum von 10 Tagen. Zur Uberpriifung wurde der
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Einfluss auf die Parameter pH-Wert, NH3;, Redoxpotential, Fettsduremuster und
gebildete Gasmenge untersucht. Da die ruminale Fermentation durch Seltene Erden
nicht beeinflusst wurde, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Wirkung nicht auf

einer Beeinflussung der Mikroorganismen im Verdauungstrakt beruht.
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7. Summary

Carmen Knebel

Investigations on the effects of Rare earth Element Citrates on growth
promoting parameters in pigs and on ruminal fermentation in an artificial
rumen (RUSITEC)

For decades Rare Earth Elements, such as lanthanum, cerium, and praseodymium
have been used in Chinese agriculture and farming for yield increase and growth
promoting effects. Many Chinese studies showed partly enormous growth promoting

effects whereas the most spectacular is seen in poultry and pig production.

Several feeding trials with Rare Earth Elements were already carried out in our
working group. So far mineral salt chlorides were used in previous studies. In the
present study we tested for the first time the effects of Rare Earth Elements Citrate in

grower pigs as well as in an in vitro trial in ruminants.

A feeding study with 28 piglets (German Landrace x Piétrain) was carried out. They
were separated in 4 dietary groups, each containing 7 animals. These animals
received a regular diet, supplemented with a mixture of Rare Earth Elements Citrate
in concentrations of 0, 50, 100, and 200 mg/kg feed for a 6 week period. A positive
effect of the Rare Earth Elements Citrate on fattening performance parameters was
determined. In the trial period the daily body weight gain of the two high
supplemented groups increased between 8.6 % to 22.6 % compared to the control
group. The low dosage group showed no difference. An increase in the feed
conversion rate from 2 % to 6 % was shown in all Rare Earth Elements
supplemented groups. This indicates that within the pig feeding highly increased
growth-promoting effects were determined when supplemented with Rare Earth

Elements Citrate compared with the studies in which the chloride form was used.

The study on possible effects of Rare Earth Elements in ruminal fermentation was
carried out with the Rumen Simulation Technique (RUSITEC), an artificial rumen.
The effect of Rare Earth Elements in different dosages was compared to a negative
control (without supplement) and a positive control (Tetracycline). Each trial lasted for

a period of 10 days. The influence on the parameters pH-value, NH3, redox potential,
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fatty acid pattern, and gas production was analysed. Since the ruminal fermentation
was not influenced, the conclusion can be drawn, that in this respect microorganisms

are not affected by Rare Earth Elements.
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9. Anhang

Zusatzstoff

Handelsname

Bezugsquelle

Calciumpropionat

Calciumcarbonat
Natriumchlorid
L-Lysin
DL-Methionin
Eisensulfat
Kupfersulfat
Mangansulfat
Natriumselenit
Zinksulfat
L-Ascorbinsaure
Ascorbinsaure
Retinol

Cholecalciferol

Menadion

Thiamin

Riboflavin

Pyridoxin

Folsaure
Calciumpantothenat
Nikotinsaure
Cobalamin
Cholinchlorid

Biotin

REE-Citrat-Gemisch

Monocalciumphosphat

a-DL-Tocopherolacetat

Luprosil-Salz
Cefkaphos F
CaCO
NaCl
L-Lysin-HCI
L-Methionin
FeSO4 x 7 H,0O
CuSO4 x 5 H,0O
MnSO,4 x H,0
NaSeO,
ZnSO4
Lutavit C, kristallin (99%)
Rovimix Stay-C (25%)
Rovimix A-500
Rovimix D-500
Rovimix E-50 AS
Vit. K-Reinsubstanz
Vit. B-Mononitrat
Rovimix B 80 SD
Vit. B-Reinsubstanz
Rovimix Folsaure 80 SD
Rovimix Calpan
Rovimix Niacin
Vit. B
Cholin-Chlorid
Rovimix H-2

/

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

BASF, Ludwigshafen
BASF, Ludwigshafen
BASF, Ludwigshafen
Merck, Darmstadt
Eurolysine S.A. Japan
Diamalt, Munchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BASF, Ludwigshafen
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Hoffman-La-Roche, Basel
Zehentmayer AG, Berg, CH
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