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Aus dem Veterinir-pharmakologischen Institut !
und Gerichtlich-medizinischen Institut? der Universitat Bern

Eine einfache Anordnung zur Messung der Rumenfermentation
in vitro mit Rinderpansensaft

Von H.J. Schatzmann! und U.P. Schlunegger?

Die im folgenden beschriebene Apparatur erlaubt, an 500 ml Pansensaft
die Geschwindigkeit der Gasproduktion und die Verdnderung des pH fort-
laufend zu messen. Es konnen wéhrend des Versuchs Proben entnommen
und Fliissigkeiten oder feste Substanzen zugefiigt werden. Das pH kann
durch periodische Zugaben von NaHCO,-Losung konstant gehalten werden.
Zur Analyse der produzierten Gase eignet sich die Anlage nicht, da sie im gas-
gefiillten Teil ein betrachtliches Totvolumen aufweist. Essigsdure, Propion-
sdure und Buttersiure wurden in frischem und inkubiertem Pansensaft
gaschromatographisch quantitativ bestimmt. Es soll gezeigt werden, daf}
Pansensaft des Rindes, der mit der Schlundsonde entnommen wird und
deshalb wenig feste Bestandteile enthalt, in vitro wihrend mehrerer Stun-
den eine nicht sehr hohe, aber qualitativ anndhernd normale Stoffwechsel-
aktivitdt beibehalt.

Beschreibung des Geriits und der Arbeitsweise

Abb. 1 zeigt schematisch die Anordnung. In einem Schiittelwasserbad
von 38°C (B) ist das flachzylindrische Reaktionsgefda3 (A), welches den
Pansensaft enthalt, eingetaucht. Das mit einem gelochten Kunststoffdeckel
gasdicht verschlieBbare Reaktionsgefdl von 500 ml Fassungsvermégen wird
von der Firma Metrohm (Herisau) hergestellt. Die zentrale Bohrung im
Deckel trigt eine kombinierte Glaselektrode (Metrohm), welche zur Messung
des pH mit einem empfindlichen und genauen Millivoltmeter verbunden ist.
Dazu eignet sich eine MeBschaltung nach dem Kompensationsprinzip
(Kompensator E 388 Metrohm). Durch eine zweite Offnung im Deckel wird
das entstehende Gas durch eine Schlauchverbindung in eine Waschflasche
geleitet, welche 3 cm hoch mit verdiinnter Schwefelsdure gefiillt ist und den
Druck im GefiB konstant hilt. Von der Waschflasche kann das Gas
wechselweise durch einen Quetschhahn nach auBlen oder in die Gasbiirette
geleitet werden.

Die Gasbiirette besteht aus einem am Ende leicht verengten horizon-
talen Glasrohr von 3,3 mm Innendurchmesser. Auf dem Rohr ist ein Ab-
schnitt, der 5 ml entspricht, durch zwei Marken abgegrenzt. Zur Messung
wird die Biirette durch den Dreiweghahn mit verdiinnter Schwefelsiure
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Abb. 1 Erklarung siehe Text.

gefiillt und durch Drehen des Hahns mit dem Gasrohr aus der Wasch-
flasche verbunden. Mit einer Stoppuhr wird die Zeit gemessen, in welcher
der Meniskus die Strecke zwischen den Marken zuriicklegt. Daraus ergibt
sich die Gasproduktion pro Zeiteinheit. Die Messung kann in beliebigen
Zeitabstinden wiederholt werden. Durch Silikonisieren des Rohrs (eine Ver-
diinnung 1 : 10 von Dow Corning fluid 200 in Chloroform wird in das Rohr
gefiillt und anschliefend das Chloroform durch Durchsaugen von Luft ver-
dampft) kann vermieden werden, dafl sich der Meniskus bei geringem
GasfluBl ruckweise vorschiebt. Die Schlauchverbindungen bestehen aus Novo-
plastschlauch von 4 mm Innendurchmesser und 1,5 mm Wandstéirke. Die
dickwandigen Schliduche sollen Gasverluste durch Diffusion verhindern, und
die Ansduerung des Wassers setzt die Loslichkeit der Kohlensdure herab.
Die Biirette miflit das Gasvolumen bei Zimmertemperatur und Atmosphéren-
druck. Der Druck im Reaktionsgefdl bleibt auch wihrend der Messung
absolut konstant. An die gleiche Biirette koénnen abwechselnd mehrere
Reaktionsgefdafle angeschaltet werden.

Durch eine dritte Bohrung im Deckel kann der Gasraum zu Beginn mit
einem Stickstoff-Kohlensdure-Gemisch durchspiilt werden, um anaerobe Be-
dingungen herzustellen und einen gewiinschten CO,-Partialdruck festzulegen.
Nachher wird die Gaszuleitung durch einen Quetschhahn verschlossen. Die
vierte Bohrung tragt eine 20-ml-Injektionsspritze mit einer Kunststoff-
dichtung am Kolben, welche bewirkt, daB der Kolben schlecht gleitet. Aus
dieser Spritze kann, wenn nétig, 1 M NaHCO;-Lésung zur Hebung des pH
zugesetzt werden. Die letzte Bohrung kann beniitzt werden, um durch eine
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Spritze Probelésungen ohne Luftzutritt zuzugeben, oder wird durch einen
Stopfen verschlossen und dient dazu, feste Substanzen einzufithren oder
Proben mit einer Spritze oder Pipette zu entnehmen. Offnen dieses Ver-
schlusses stort die Gasmessung nicht, da der Druck in kurzer Zeit nach
Schlieen wieder 3 cm erreicht. Dagegen tritt dabei natiirlich etwas Sauer-
stoff ins GefdBl ein. Die Anschlisse an den Deckel bestehen aus ge-
wohnlichen Venenpunktionsnadeln, welche durch Gummistopfen gestochen
werden. :

Ein Liter Pansensaft wurde bei laktierenden Kiihen, die freien Zugang
zu Wasser hatten, 2 bis 3 Stunden nach der Fiitterung durch die
Schlundsonde entnommen, sofort in ein auf 40°C vorgewirmtes Dewargefil3
gefilllt und nach einigen Minuten mit ungefihr einem Viertel frisch zu-
bereitetem Heubrei vermischt. Der Versuch begann, bevor die Temperatur
34°C unterschritt. Der Heubrei wurde aus demselben Heu hergestellt, das
den Tieren als Futter diente. Das Heu wurde mit der Schere zerkleinert
und mit 100 mM NaHCO,-Losung in einem Kiichenmixer etwa 10 Minuten
lang kriftig bearbeitet. 500 ml des Gemischs wurden ins Reaktionsgefil ge-
fiillt, dieses verschlossen und 5 bis 10 Minuten unter Schiutteln mit 959,
N,+59% CO, durchstromt. Nach SchlieBen der Gaszuleitung wurde mit den
Messungen begonnen. g

Wenn Absolutwerte fir das pH erwiinscht sind, ist die Elektrode vorher
bei 38°C zu eichen und wéihrend der Ablesungen das Schiitteln einzu-
stellen, da die Flissigkeitsbewegung ein kleines Potential an der Elektroden-
oberfliche bewirkt.

Zur Bestimmung der flichtigen Fettsduren (fIFS) Essigsédure, Propion-
sdure und n-Buttersidure erwies sich die Gaschromatographie an Porapak Q
(Waters Assoc. Inc., Framingham, Mass.) als geeignet. Eine 20-ml-Probe des
Pansensaftes wurde in einem 250-ml-Rundkolben mit 5 ml 1 n H,SO, ange-
sduert und sofort einer Wasserdampfdestillation unterworfen. Dabei wurden
etwa 300 ml Destillat erzeugt und der Kolben so geheizt, dall gegen Knde
der Destillation der Pansensaft leicht eingeengt, aber nicht vollstéindig ein-
gedampft wurde. Auf diese Weise wurde auch die relativ wenig fliichtige
Essigsdure quantitativ tbergetrieben. Ein Teil des Destillats wurde mit
NaOH titriert und das gesamte Destillat mit etwa 1/, Uberschull an NaOH
alkalisch gemacht (z.B. 1,4 mMol Siure titriert, mit 1,8 mMol NaOH
versetzt) und knapp unter dem Siedepunkt im Luftstrahl auf das urspriing-
liche Volumen des Pansensaftes eingedampft. 5 ml des Endprodukts wurden
mit etwa 2,5 g feuchtem Amberlite IR 120 in der Sdureform (entsprechend
mindestens 4 mMol) einige Minuten in einem Glasstopfenréhrchen ge-
schiittelt. Der Uberstand wurde dadurch sauer, also die iIFS aus ihren Na-
Salzen freigesetzt, ohne dafl ein Sédureanion, das die Chromatographie-
kolonne verunreinigt, zugesetzt werden mulite.

4 ul dieser Losung wurden direkt auf eine 6-ft-Glaskolonne (2mm Durch-
messer), gefiillt mit Porapak Q (100-120 mesh), eines Beckman-GC4-
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Gerdts mit Flammenionisationsdetektor gegeben und isothermal (210°C)
chromatographiert. Als Vergleichslosung diente ein Gemisch von 60 mM
Essigsiure, 20 mM Propionsdure und 5 mM Buttersdure. Es ergab sich eine
vollstindige Trennung der drei wichtigen flFs. In frischem Pansensaft
waren mit dem beschriebenen Verfahren Isobuttersiure und die Valerian-
sduren nicht erfaBbar.

Cellobiose und die fiFS stammten von der Firma Fluka, die iibrigen
verwendeten Substanzen waren analysereine Produkte von Merck.

Versuchsbeispiele

Die beiden in Abb. 2 und der Tabelle dargestellten Versuche illustrieren,
welche Stoffwechselaktivitdt bei den beschriebenen Versuchsbedingungen
beobachtet werden kann. Abb. 2 A zeigt, daB die Gasproduktion etwa 2,8 ml
pro Liter und Minute betrigt und wihrend 2 bis 3 Stunden nur wenig
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Abb. 2 A. Gesamte Gasmenge produziert von 500 ml eines Gemischs aus Pansensaft und Heu-
brei unter anaeroben Bedingungen bei 38°C und gleichzeitig gemessene pH-Anderung. Beachte,
daB die Hebung des pH durch Bikarbonatzusatz die Gasproduktionsgeschwindigkeit nicht
beeinfluBBt und daf3 Cellobiosezusatz die Aktivitat sofort erhéht.
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Abb. 2 B. Geschwindigkeit der Gasproduktion, pH-Anderung und Gesamtmenge der produ-
zierten fliichtigen Fettsiuren. Zahlen fiir fIFS in Tab. 1. Bedingungen wie in A. Die Gaspro-
duktion lag in diesem Versuch unter dem mittleren Wert aus allen Versuchen. Beachte, da
Cellobiosezusatz die Gasproduktion, aber nicht die Produktion der f1FS steigert.

abnimmt. Das Mittel aus 7 Versuchen war 2,86--0,84 ml.-L™.min™!
(41 Standardabweichung). Im Versuch der Abb. 2 B war die Gasproduktion
recht gering, ndmlich nur etwa 1,4 ml-L™.min™. Die Sdureproduktion, die
sich im Absinken des pH é&uBert, verlangsamt sich ebenfalls wéihrend
mehrerer Stunden nur wenig. In A wurde nach 100 Minuten das pH durch
Zugabe von Bikarbonatlosung auf den Anfangswert zuriickgebracht. KEs
brauchte dazu 15 mMol oder 18 mM pro Liter und Stunde. Da bei pH
6,87 das Verhiltnis HCO;/H,CO, 3,3 betrigt, heilt das, dall 1 Liter Pansen-
saft in einer Stunde 4,3 mMol Sdure produzierte. In dem Versuch der
Abb. 2 B wurden die fIFS gemessen. Es entstanden, wie aus der Tabelle
ersichtlich ist, wihrend der ersten 21, Stunden 5,5 mMol dieser Sduren
pro Liter und Stunde, und zwar im Verhéltnis 1 Essigsdure: 0,39 Propion-
sidure: 0,125 Buttersdure. Im frischen Pansensaft des Tieres war das Ver-
héltnis 1 : 0,17 : 0,087. In vitro verschob sich also das Verhiltnis etwas
zugunsten der hoheren Fettsiuren, die Reihenfolge der Sauren nach der
Entstehungsgeschwindigkeit ist aber grundsitzlich die gleiche wie die Reihen-
folge der Konzentrationen und Produktionsraten im Pansen (siehe Diskus-
sion). '
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Die beiden Abbildungen zeigen, dall Zusatz des Disaccharids D(+)-
Cellobiose in der Konzentration 5,9 mM oder 11,8 mM die Gas- und Siure-
produktion stark steigert. Aus Abb. 2 B ist ersichtlich, daB trotz der Ver-
doppelung der Gasproduktion die Bildung von flFs nicht nur nicht zu-,
sondern abnahm.

Tab. 1 Produktion fliichtiger Fettsiuren in vitro.

Essigsaure Propionsiure - Buttersiure
Zeit, Konzentr, Produlktion Konzentr. Produktion Konzentr. Produktion
- (Min.) (mM) (mMol/L-h) (mM) (mMol/L-h) (mM) (mMol/L.h)
0 20,75 3,44 1,8

3,6 1,4 - 0,457
145% 29,7 . 6,0 ) 2,94

0,88 0,47 - 0,11
280* 31,9 7,18 2,66

Gleicher Versuch wie Abb. 2B.

Frisch mit der Schlundsonde entnommener Pansensaft einer Kuh wurde mit Heu in
100 mM NaHCO,-Lésung verdimnt und davon eme 20-ml-Probe destilliert und gaschromato-
graphisch analysuart Vor Inkubation und 145 Min. und 280 Min. nach Beginn der ana-
eroben Inkubation bei 38°C wurde eine Probe entnommen. Nach Entnahme der 2. Probe
wurden 4 g/L D(+4)-Cellobiose zugesetzt.
* Zur Berechnung Intervall auf 2,5h aufgerundet.

Diskussion

Zur Messung der Gasproduktion im «kiinstlichen Pansen» wurden schon
die Verschledensten Gerdte beschrieben. Darunter befinden sich sehr ein-
fache Ausfithrungen, bei denen das Gas den Kolben einer Spritze riick-
wérts schiebt [1], und sehr raffinierte wie das Kalorimeter von Walker
und Forrest [2], das erlaubt, Warme- und Gasproduktion zu messen, oder
die steady-state Anordnung von Bowie, bei der kontinuierlich Suspension
abgesaugt und durch eine gleiche Menge Substratlosung ersetzt wird [3].
Auch die Warburgtechnik wurde auf Rumeninhalt angewendet [4]. Die
hier beschriebene Variante ist fiir groBe Volumina eingerichtet, was niitzlich
ist, wenn Metaboliten, die in kleinsten Mengen anfallen, isoliert werden
sollen. Sie hat den Vorteil, daBl wihrend des Versuchs Proben entnommen
und Zusitze gemacht werden kénnen. Die volumetrische Gasmessung in der
wassergefiillten Biirette ist ziemlich prazis und trotzdem einfach, weil keine
Gefikonstanten bestimmt werden miissen und keine Umrechnungen notig
sind wie bei der manometrischen Technik von Warburg. Sie hat den Nach-
teil, diskontinuierlich zu sein, pro Messung einige Minuten in Anspruch zu
nehmen und die stindige Anwesenheit des Experimentators zu erfordern,
weil eine Registrierung unmoglich ist.

Es herrscht Einmitigkeit dariiber, dall hohe Stoffwechselaktivitdt in
vitro nur zu erhalten ist, wenn Panseninhalt durch eine Fistel aus den
Regionen mit festen Anteilen entnommen wird, offenbar deshalb, weil die
Mikroorganismen dort in hoherer Dichte angetroffen werden [5]. In unseren
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Versuchen, mit wenig verdiimntem Saft aus der Schlundsonde, ist die
Aktivitdt tatséchlich nicht sehr hoch. Die Gasproduktion entspricht etwa
derjenigen, die E1-Shazly und Hungate [1] an unverdiinntem Rumen-
inhalt aus Fisteln und ohne weiteren Substratzusatz fanden, und ist nur
etwa /,, bis 1[5, der von diesen Autoren gemessenen maximalen Aktivitit,
die mit stark verdiinntem Fistelsaft in einem K-Phosphatpuffer mit NH,,
Mg und NaCl-Zusatz und Heu als Substrat erhalten wurde. Eine Uber-
schlagsrechnung Zzeigt, daB auch die ‘'von uns gemessene Fettsiurerepro-
duktion geringer ist als in vivo. Fir das Schaf haben Gray et al. [6] eine
Produktion von (4 bis) 5 Mol pro Tag oder 5 Mol/kg Futtertrocken-
substanz angegeben. Nimmt man an, dal} eine laktierende Kuh (10- bis)
I5mal mehr fIFS als das Schaf produziert (was der akzeptierten Zahl
von 4 kg/Tag entspricht) und 15 kg Heu pro Tag aufnimmt, und setzt
man 70 Liter als das Volumen des Panseninhalts ein, so ergibt sich eine
Produktion von 44 mMol pro Liter und Stunde. Hungate et al. [7]
schéitzten durch Extrapolation der In-vitro-Aktivitdt auf die Zeit Null die
wirkliche Aktivitdt im Pansen der laktierenden Kuh auf etwa 40 mMol-L
“1.ht. In vitro fanden Hungate et al. [4] an verdiinntem Sondensaft
von Kithen unter hohem CO,-Druck und mit einer manometrischen
Technik 21 mMol-L7'. h' Gesamtsdureproduktion, wobei nicht fest-
gestellt wurde, um welche Sduren es sich handelte. Die in unseren Ver-
suchen auftretende Geschwindigkeit von 5 mMol-L ~'-h™' betrdgt also
nur etwa 1/, dessen, was in vivo, und 1/, oder mehr von dem, was mit
verdiinntem Pansensaft in vitro zu erwarten ist. Wichtiger als die absolute
Bildungsgeschwindigkeit scheint uns aber, daf} die Gérung qualitativ normal
verlauft, das heillt, daB alle drei wichtigen fiFS gebildet werden, und
zwar ungefahr im normalen Verhéltnis zueinander. Am Schaf fanden Leng
und Leonard [8] in vivo einen etwas hoheren' Anteil an Butyrat und
einen etwas geringeren an Propionat. '

Die Verwendung von Saft aus der Sonde hat den Vorteil, dall die
Untersuchungen auf Tiere ohne Fistel und damit auf klinische Frage-
stellungen ausgedehnt werden konnen. Moglicherweise lieBe sich die Aktivi-
tiat noch etwas steigern durch Verdiinnen des Saftes mit einer Elektrolyt-
16sung, die dem Speichel besser entspricht, und durch Erhéhen des CO,-
Partialdrucks.

Da das entstehende Gasgemisch sich aus etwa 50%, CO, aus dem Stoff-
wechsel und 379, CO,, welches durch die Sduren aus dem Bikarbonat-
puffer freigesetzt wird, und aus 13%, Methan (Hungate et al. [4]) zusam-
mensetzt, gibt die Messung der Geschwindigkeit seiner Entstehung blof3 ein
MaB fiir mikrobielle Aktivitdt im allgemeinen. Nur die Messung der fIF'S
erlaubt ein Urteil dariber, ob das komplizierte Zusammenspiel aller Mikro-
organismen in vitro noch einigermaBen normal vor sich geht.

Zusatz von méBigen Konzentrationen von D(4-)-Cellobiose steigerte die
Séure- und Gasproduktion stark, und zwar in einer Phase des Versuchs,
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in der die fIFS-Produktion abnahm. Offenbar entstehen unter diesen Be-
dingungen eine oder mehrere wenig fliichtige Sduren (zum Beispiel Bern-
steinsdure oder Milchsdure), die bei der Destillation nicht oder zum ge-
ringsten Teil iibergehen. Das Gaschromatogramm nach Cellobiose zeigte im
absteigenden Teil des Propionsiduregipfels eine leichte, sonst nicht vor-
handene Erhebung, deren Ursache wir nicht identifiziert haben. Eine andere
Moglichkeit wire, da3 die CO,-Produktion durch Cellobiose geférdert wird.
Auch Glucosezusatz fiithrte zu einer starken Steigerung der Gas- und Sédure-
produktion.

Gaschromatographische Bestimmung der iIFS im Pansensaft wurde mehr-
fach und fiir verschiedene Sorptionsmittel beschrieben [9, 10, 11]. Die An-
wendung von Porapak Q bei isothermaler Arbeitsweise und Applikation der
Saduren in Wasser macht das Verfahren sehr einfach. Die Auftrennung von
Essigsdure, Propionsidure und Buttersdure ist vollstindig, und die Gipfel
sind symmetrisch. Die Trennung von n-Buttersiure und Isobuttersiure
dagegen ist nicht befriedigend. Die Isobuttersdure und die Valerianséduren
des Panseninhalts konnten mit dem beschriebenen Verfahren nicht bestimmt
werden. Vermutlich miite das Destillat fiir die Erfassung der Valerian-
sduren stirker eingeengt werden.

- Zusammenfassung

1. Ein aus iiblichen Laborglasgerdten zusammenstellbarer Apparat zur Messung der
Gasproduktion und der pH-Anderung an 500 ml Pansensaft wird beschrieben.

2. Ein gaschromatographisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Acetat, Propionat und Butyrat in Pansensaft wird angegeben. Nach Wasserdampf-
destillation werden die freien Séuren in Wasser gelost auf Porapak Q chromato-
graphiert. '

3. Es wird gezeigt, daBl sich an Pansensaft von Kiihen, den man mit der
Schlundsonde gewinnt, in vitro eine gegeniiber den Verhdiltnissen in vivo verlang-
samte, aber qualitativ weitgehend normale Fermentation beobachten 1a3t.

Résumé

1. Les auteurs décrivent un appareil composé de la verrerie usuelle de laboratoire
destiné & mesurer la production de gaz et la modification du pH & partir de 500 ml
de suc de panse.

2. Ils indiquent un procédé de chromatographie pour la détermination quantitative
de l’acétate, du propionate et du butyrate dans le suc de la panse. Aprés distillation &
la vapeur d’eau, les acides libres sont dissous dans de ’eau et chromatographiés sur
Porapak Q.

3. Ils démontrent que le suc de panse de vaches obtenu & D'aide de la sonde
wsophagienne développe in vitro une fermentation ralentie par rapport aux conditions
in vivo mais qui est qualitativement trés proche de la fermentation normale.

Riassunto

1. Viene descritto un appareechio costruito con usuali attrezzi da laboratorio in vetro,
per la misurazione della produzione di gas e delle variazioni del pH di 500 ml di
succo del panzone. '
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2. Viene indicato un procedimento gascromatografico per la determinazione quanti-
tativa dell’acetato, propionato e butirrato nel succo del panzone. Dopo la distilla-
zione a vaporacqueo gli acidi liberi vengono sciolti in acqua e cromatografati su
Porapak Q.

3. B dimostrato che il succo del panzone prelevato con la sonda esofagea pre-
senta, in vitro, una fermentazione piu rallentata rispetto ai rapporti in vivo, ma
tuttavia generalmente normale dal lato qualitativo.

Summary

1. A simple apparatus, built of customary laboratory equipment, allowing constant
pressure measurements of gas production and monitoring pH changes in 500 ml of
ruminal fluid is described. The reaction vessel is equipped with a glass electrode
and three ports for flushing with gas, addition of bicarbonate solution, sampling of
fluid and a gas outlet connected via a wash bottle to a horizontal gas burette for
measuring rate of gas production.

2. Gas chromatography of acetate, propionate and butyrate as free acids in
aqueous solution on Porapak Q and the preliminary isolation of these acids from
ruminal fluid by steam distillation is described

3. Evidence is presented suggesting that ruminal fluid from cattle, collected
through an oesophageal tube, displays qualitatively normal fermentation, although the
fermentation rate falls below that observed in vivo or the one obtained with whole
ruminal contents from a fistula.
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