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mittels Isotopentechnik (1C-U-L-Lysin-Oxidation)?
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Institut fiir Erndhrungsphysiologie, Humboldt-Universitit zu Berlin

Investigations on heat modification of wheat gluten:

Estimation of metabolic lysine degradation in chickens by isotopic techniques
(“C-U-L-lysine-oxidation)

Zusammenfassung: Das Ziel der hier dargestellten Versuche war die Beantwortung der Frage,
ob die verminderte biologische Verwertbarkeit von Lysin nach Hitzeschédigung von Weizenglu-
ten durch einen verminderten intermedifiren “C-Lysinabbau bei Kitken nachweisbar ist.

In 2 Versuchen erhielten Masthahnchenkitken Didten auf der Basis von Weizen und Weizenglu-
ten (unbehandelt oder erhitzt), die sich weiterhin durch die Hohe der Lysinzulage unterschie-
den. In Versuch 1 wurde restriktiv gefiittert, in Versuch 2 ad libitum. Zur Bestimmung des inter-
medidren Lysinabbaus wurde allen Tieren in der 3. Lebenswoche zusitzlich eine i.v. Injektion
von MC-U-L-Lysin verabfolgt und anschlieBend die “CO,-Ausscheidung bis zur 3. Stunde nach
der Injektion gemessen.

Bei mittleren oder hohen Lysinzulagen bestanden hinsichtlich der Lebendmassezunahme und
der N-Bilanz keine Differenzen zwischen den Gruppen. Bei einer Lysinversorgung um und ober-
halb des Bedarfswerts waren der Lysinabbau zu “CO, (in % der verabreichten Dosis) und die
spezifische Radioaktivitit des CO, bei den Tieren, die erhitztes Gluten erhielten, signifikant ge-
ringer als bei der entsprechenden Gruppe mit unbehandeltem Gluten. Es wird geschluB3folgert,
daf die verminderte biologische Verwertbarkeit des Lysins durch die Hitzebehandlung des Glu-
tens sich in der Lebendmassezunahme und N-Bilanz nur bei einer Lysinversorgung unter dem
Bedarf niederschidgt. Im Gegensatz dazu war mittels “CO,-Ausscheidung der Effekt der Hitze-
schidigung speziell bei einer Lysinzufuhr um den Bedarfswert nachweisbar.

Summary: The aim of our experiments was to identify a restricted lysine bioavailability after
heating of wheat gluten by estimating a reduced metabolic ¥C-lysine degradation.

In two trials, male broiler chickens were fed with six diets based on wheat and wheat gluten
(gluten untreated or heated), but differing in lysine content according to lysine supplementation.
In trial T animals were fed restrictively, in trial 2 they were fed ad libitum. For estimation of
metabolic lysine degradation all animals received an additional i.v. injection of “C-U-L-lysine 3
weeks posthatching, followed by hourly collection of “CO, up to 3 h after injection.

Abbreviation index:

LM = Lebendmasse PPW = Produktiver Proteinnutzwert
LMZ = Lebendmassezunahme TS = Futtertrockensubstanz
ME = Umsetzbare Energie

D Die Untersuchungen wurden finanziell unterstiitzt von der H. Wilhelm Schaumann Stiftung
zur Férderung der Agrarwissenschaften
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There were no differences between groups receiving untreated or heated gluten concerning
weight gain and N-balance if the lysine supplementation was medium or high. When applying a
lysine supply close to the requirement level or above the requirement the lysine degradation to
UCO, (% of the dose) and the specific radioactivity of CO, in animals receiving heated gluten
was significantly lower compared to the corresponding group with untreated gluten. It can be
concluded that reduced bioavailability of lysine due to heat treatment of gluten might be
indicated by means of weight gain or N-balance only at lysine supply levels below the require-
ment. In contrast, measurements of lysine degradation by means of *CO-excretion after i.v, ly-
sine injection indicate the heat-damaging effect, especially at lysine levels close to the require-
ment,

Schliisselwdrter: Lysin ~ Hitzeschadigung — Weizengluten ~ “C-Lysinoxidation ~ Masthihn-
chenkiiken

Key words: Lysine - heat modification — wheat gluten - #C-lysine-oxidation — broiler chickens

Einleitung

Bei den verschiedenen chemischen Verdnderungen, die wéhrend der Lagerung
und Verarbeitung von Nahrungs- und Futtermitteln ablaufen kénnen, steht aus er-
nihrungsphysiologischer Sicht die Verminderung der Proteinqualitéit und insbe-
sondere der Verltust an verfiigbarem Lysin durch die Maillard-Reaktion im Mittel-
punkt des Interesses. Zusitzlich kdnnen bei héheren Temperaturen mit, aber
auch ohne Einwirkung von Alkalien durch Protein-Protein-Reaktionen Querver-
netzungen der Proteinmolekiile entstehen, die ebenfalls die biologische Verwert-
barkeit der Aminosiduren verringern (12, 20). Neben einer groen Anzahl von
Versuchen, in denen die Verminderung der Proteinqualitit durch Bestimmung des
Aminosiurengehaltes und seiner verwertbaren Fraktionen (insbesondere reakti-
ves Lysin) nachgewiesen wird (4, 8, 9, 11, 27), werden im Tierexperiment héufig
die Malistabe Proteinwirksamkeit, biologische Wertigkeit bzw. Nettoproteinver-
wertung bestimmt (5, 7, 14, 16, 17, 18) bzw. die Konzentration resorbierter Amino-
sduren im Pfortaderblut herangezogen (10, 25, 26). Die Messung der Proteinver
daulichkeit nach thermischer Behandlung ist jedoch kein guter Indikator fiir die
Proteinqualitéit, weil die biologische Verwertbarkeit stirker gesenkt wird als die
Stickstoffverdaulichkeit, da einige modifizierte Aminoséuren resorbiert werden,
ohne fiir die Proteinsynthese nutzbar zu sein (13). Weil aus der chemisch als reak-
tiv bestimmten Lysinmenge nicht auf den tatsachlich verfiigbaren Anteil geschlos-
sen werden kann (1) und die Schidigung des Nihrwerts im Vergleich zum Absin-
ken reaktiven Lysins grofier ist, wenn die Reaktion Quervernetzungen einschliefit
(6), ist es jedoch notwendig, chemische MaBstabe auch im Tierversuch zu {iber-
prifen (18, 20, 27).

Bei der stoffwechselorientierten Aminosaurenbedarfsbestimmung wird die Ab-
baurate der zu untersuchenden Aminosdure im Stoffwechsel als Kriterium der
Bedarfsdeckung zugrunde gelegt. Durch die Verabreichung von Aminosduren,
die mit radioaktiven oder stabilen Isotopen markiert sind, ist deren Anteil an den
Ausscheidungsprodukten in Form von “CO, in der Atemluft oder von N oder
8 in den Exkrementen mefibar. Diese Methode kann zur Bestimmung des
Aminosiurenbedarfs von Ratten und Masthihnchenkiiken bei kurzer MeBzeit im
Erhaltungs- und Leistungsstoffwechsel erfolgreich eingesetzt werden (2, 3, 21, 23,
24, 29). Das Ziel der hier dargestellten Versuche bestand darin, zu priifen, ob
eine durch Uberhitzung verursachte Verminderung der Lysinverwertung eines
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Futterproteins (Weizengluten) mit Hilfe der Oxidationsrate von injiziertem
4C-U-L-Lysin nachgewiesen werden kann.

Material und Methodik

Im Tierexperiment wurde fiir das Versuchsfutter entweder sprithgetrocknetes Weizengluten in un-
behandelter Form eingesetzt (Didten A) oder das Gluten wurde zuvor zur Hitzeschidigung
6 Stunden bei einer Schichtdecke von 1 g lufttrockenem Gluten je cm? bei einer Temperatur von
155°C trocken erhitzt (Didten B). Die Bestimmung des verfigbaren Lysins im Gluten durch die
Trinitrobenzensulfonsiure-Methode nach JAMES und RYLEY (15) ergab eine Verminderung
des Lysins in der extrahierbaren Proteinmenge auf 57 % des Ausgangsmaterials.? Mittels Gel-
elektrophorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde nach thermischer Behandlung des Glu-
tens eine deutliche Erhohung der Molekiilmassen durch Quervernetzung nachgewiesen. Bei un-
behandeltem Gluten hatten 91,6 % der Proteine im Gluten eine Molekiilmasse zwischen 11200
und 89000, wobei 22,5 % der Molekiile eine Masse zwischen 21 900 und 35900 aufwiesen, was
der Molekiilmasse von Gliadin entspricht. Bei dem erhitzten Gluten lagen die Molekiilmassen
vollstindig oberhalb von 89000. Durch dic LOWRY-Bestimmung wurden weiterhin bei der er-
hitzten Glutencharge nur noch 53 % der Ausgangsloslichkeit ermittelt.

Versuchistiere und Fiitterung

In 2 Versuchen wurden jeweils 48 miénnliche Masthdhnchenkilken der Linie Tetra 82 (4fach
Hybrid ungarischer Herkunft) in Gruppenkéfigen mit Gitterboden eingestalit und in der ersten
Lebenswoche mit einer vollwertigen Ration gefiittert. In beiden Versuchen wurden die Tiere am
8. Lebenstag in Einzelkafige umgestallt und jeweils 3 Gruppen zu je 8 Tieren erhielten Didten
auf der Basis von Weizen und unbehandeltem (Didten A) bzw. erhitztem Weizengluten (Diéten
B) (Tab. 1). Wasser wurde immer ad libitum angeboten.

Tab. 1. Zusammensetzung der Basisdidten (g/kg TS) (Energiegehalt 12,6 MJ ME/kgTS)

Komponente Versuch 1 Versuch2
(Restriktive Fiitterung) {Ad libitum Ftterung)
Didten A Didten B Didten A Didten B

Weizen 77 771 756 756
Gluten

unbehandelt 169 - 164 -
Gluten

6hbeils5°C

erhitzt - 169 - 164
Sonnenblumend! 15 15 15 15
Mineralstoffmischung? 25 25 25 25
Vitaminmischung? 20 20 20 20
Aminoséuren—

mischung® - - 20 20

D (Mineralstoffmischung fiir Gefliigel mit 299 g Calcium, 54 g Phosphor, 47 g Natrium, 1,56 g
Mangan und 1,25 g Zink je kg)

2) (10000 IE Vitamin A, 1000 IE Vitamin D3, 30 mg Vitamin E, 2 mg Vitamin K;, 25 mg Vitamin
C, 2,5 mg Vitamin B,, 15 mg Vitamin B,, 0,03 mg Vitamin By,, 20 mg Ca-Pantothenat, 60 mg Ni-
cotinsidureamid, 2 000 mg Cholinchlorid, 4 mg Folsaure, 0,3 mg Biotin; ad 20 g Quellstirke)

3 1 g DL-Methionin und 1,0 g L-Threonin ad 20 gWeizen fein vermahlen

2 Fiir die chemische Charakterisierung des Weizenglutens gilt unser herzlicher Dank Dr. H. M.
Rawel, Fachbereich Lebensmitteltechnologie, Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und
Mikrobiologie der Humboldt-Universitét zu Berlin
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Die Aminosaurengehaltswerte der Didten wurden nach Hydrolyse der Komponenten mit 6N
HCI durch Analyse am Aminosaurenanalysator AA A 339M (Mikrotechna, CFSR) ermittelt.

Tab. 2.. Rohproteingehalt (g/kg TS) und Aminosiaurenzusammensetzung (g Aminosaure/kg TS)
der Basisdidten

Aminosdure Versuch | Versuch2
(Restriktive Fiitterung) {Ad libitum Fitterung)
Didt A DiatB Diat A Diit B
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt unbehandelt erhitzt
Rohprotein 269 270 272 268
Asparaginsdure 10,3 10,4 11,8 11,9
Threonin 6,4 6.5
Threonin(+ 1¢g
Zulage/kgTS) 8,0 8.1
Serin 10,8 10,0 12,0 11,3
Glutaminsiure 88,2 89,9 92,9 94,4
Prolin 37,5 38,1 32,4 33,0
Glycin 9,0 9,0 10,4 10,4
Alanin 7,7 7.8 8.8 8.9
Valin 10,5 10,1 11.8 11,4
Isoleucin 90 9,1 9,3 9,3
Leucin 17,4 17,5 18,4 18,5
Tyrosin 8.5 8.2 8,8 8.5
Phenylalanin 12,7 12,6 13,7 13,6
Histidin 6,3 6,0 9.3 9,0
Lysin 5,1 472 5,2 4,4
Arginin 10,1 10,3 11,0 11,2
Methionin 2,8 2,8
Methionin(+ 1g
Zulage/kgTS) 42 4.2
Cystein 4,6 4,3 4.9 4.3

Der Gehalt an Lysin betrug bei den Didten A ohne Lysinzulage 5,1 bzw. 5,2 g/kg TS, Entspre-
chend der siulenchromatographischen Aminosaurenanalyse war der Gehalt an Lysin im erhitz-
ten Gluten auf 68 % des Ausgangsgehaltes vermindert und der Lysingehalt der Didten B mit er-
hitztem Gluten betrug dem entsprechend nur 4,2 bzw. 4,4 g/kg TS, d.h. 82 bis 85 % des Gehaltes
an Lysin in der Diat A (s. Tab. 2). Dariiber hinaus wurde mit dieser Methode eine leichte Redu-
zierung des Gehalts an Cystein, Histidin, Valin und Tyrosin festgestellt (s. Tab, 2).

Zu den beiden Diétvarianten A und B wurde entweder kein Lysin (Didten Alund B 1), 7g Ly-
sin/kg TS (Didten A2 und B 2) oder 12 g Lysin/kg TS (Diéten A 3 und B 3) in Form von L-Lysin-
HCl zugelegt (Tab. 3). Der Gesamtlysingehalt fiir die Diften A entsprach somit ca. 40, 100 bzw,
140 % des an Tieren gleicher Herkunft und gleichen Alters ermittelten Lysinbedarfs (3, 21). Im
Versuch 1 wurde eine restriktive Fiitterung von etwa 75 % der mittleren Futteraufnahme dieses
Altersabschnitts angestrebt, damit eine mogliche Beeintrachtigung der Futteraufnahme durch
das hitzegeschidigte Gluten ausgeglichen werden konnte. Im Versuch 2 wurde das Futter ad libi-
tum angeboten und zusétzlich erfolgte eine Ergédnzung von Methionin und Threonin bis zur Be-
darfsnorm (siehe Tab. 1 und 2).
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Tab. 3. Lysin- und Rohproteingehalt der Versuchsdiiten

Diiten Diiten
Al A2 A3 B1 B2 B3

Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt
(6 hbeil55°C)

Versuch 1 (restriktive Fiitterung)

Lysin in der Basis- 5,1 5.1 5.1 4,2 4.2 4,2
didt nach Aminosau-

renanalyse (g/kgTS)

Lysin-Zulage 0 7 12 0 7 12
(g/keTS)

Gesamtlysingehalt
nach Aminoséuren-

analyse

(g Lysin/kgTS) 5,1 12,1 17,1 42 11,2 16,2
(g Lysin/16 gN) 1,90 4,43 6,04 1,56 4,01 5,70
Rohproteingehalt 269 273 283 270 279 284
(g/kgTS)

Versuch 2 (ad libitum Fiitterung)

Lysin in der Basis- 5.2 5.2 5,2 4.4 4.4 4,4
didt nach Aminoséu-

renanalyse (g/kgTS)

Lysin-Zulage 0 7 12 0 7 12
(g/kgTS)

Gesamtlysingehalt

nach Aminosauren-

analyse

(g Lysin/kgTS) 5,2 12,2 17,2 4,4 11,4 16,4
(g Lysin/16 g N) 1,91 4,33 6,25 1,64 4,10 5,84

Rohproteingehalt 272 282 275 268 278 281
(g/kgTS)

Bestimmung der Lebendmassezunahme, des Futteraufwands und der N-Bilanz

Die Tiere wurden einzeln zweimal wochentlich morgens niichtern gewogen. Im Versuch 1 wurde
der Futteraufwand nicht ermittelt. InVersuch 2 erfolgte die Futteraufwandsbestimmung iiber den
gesamten Versuchszeitraum durch tigliche Sammlung des Restfutters. In der 3. Lebenswoche
wurde in Versuch 1 iiber 4 Tage und im Versuch 2 Gber 5 Tage eine N-Bilanz durchgefiihrt. Aus
den Daten wurde der tagliche N- und Proteinansatz (Faktor 6,25), der Proteinansatz in Prozent
der LMZ und der produktive Proteinnutzwert (PPW) berechnet.

N-Ansatz (g)
PPW= ——————— X 100
N-Aufnahme (g)

Markierung mit “C-U-L-Lysin

Zur Messung der intermedidren Oxidationsrate des Lysins hatten die Tiere nach 14tagiger Ver-
suchsfiitterung morgens 30 min Zugang zum Futter und 1,5 h nach Futterentzug erhielten sie eine
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Injektion von “C-U-L-Lysin (in physiologischer NaCl-Losung) in die Fligelvene. Die Injek-
tionsmenge betrug 2,6 ml/kg®’* bei einer Dosis von 60,4 kBg/ml im Versuch 1 und 33,8 kBg/ml
im Versuch 2. Die radiochemische Reinheit des verwendeten “C-U-L-Lysins betrug 92,6 % {Ver-
such 1) bzw. 90,0 % (Versuch 2).

CO,- sowie "CO,Messung

Zur CO,-Absorption wurden die Tiere sofort nach der Injektion in Respirationskammern (umge-
baute Exsikkatoren) eingesetzt. Zwecks Durchleitung CO,-freier Luft mit einer Laborpumpe
waren dem Exsikkator ein Réhrchen mit Natronkalk sowie eine Waschflasche mit 33 %iger Na-
tronlauge vorgeschaltet. Auf der Ausgangsseite befand sich eine Waschflasche mit 40 ml CO,-
Absorptionsiosung (Ethanolamin: Ethanol, 1:4,2). Die AbsorptionsgefaBe wurden bis 3h nach
der Injektion stiindlich gewechselt (in Versuch 1 zusatzlich 10 min nach der Injektion) und mit
Ethanol auf 50 ml aufgefiillt. Die CO,-Bestimmung erfolgte nach Ausfillen von BaCOj; durch
Zusatz von BaCl, und Titration des unverbrauchten Ethanolamins mit 0,1 N HCI. Die Radioakti-
vitit des “CO, in der Absorptionslosung wurde mit dem Fliissigkeitsszintillationspektrometer
Tricarb 2260 und 3380 (Fa. Packard, USA) bestimmt und wird in Zerféllen je Minute (DPM) an-
gegeben.

Biostatische und mathematische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch eine multifaktorielle Varianzanalyse. Bei signifi-
kantem F-Wert (P <0,05) wurden die Mittelwertunterschiede mit dem gepaarten t-Test (28) auf
Signifikanz geprift (P <0,05) und sind in denTabellen mit Buchstabenindizes gekennzeichnet. In
den Ergebnistabellen wird zu den Mittelwerten der mittlere Fehler des Mittelwertes angegeben.
Der AusschluB einzelner, innerhalb der MeBreihen stark abweichender Einzelmefwerte erfolgte
mit Hilfe des Ausreilertests (22).

Zur Ermittlung des Anstiegs der *CO,-Ausscheidung bei steigender L-Lysinzulage wurde der
Anstiegswinkel o Gber den tan o wie folgt berechnet:

A “CO,-Ausscheidung (in % der Dosis)
A Lysingehalt der Diét (g/kg TS)

tan o =

Die Ermittlung des Anstiegswinkels « der spezifischen Radioaktivitit (SR) erfolgte analog:

A SR des CO, (DPM*103%mMol CO,)
A Lysingehalt der Didt (g/kg TS)

tan o =

Bei Verrechnung verschiedener Mittelwerte zu neuen Mittelwerten wurde das Fehlerfortpflan-
zungsgesetz nach Gauf3 (19) angewendet.

Ergebnisse und Diskussion

Versuch 1 (Restriktive Fiitterung)

Lebendmasseentwicklung und N-Bilanz: Die niedrigen Lebendmassezunahmen
von maximal 11,5 g/d im Versuch 1 wurden fiir die Gruppen mit Lysinzulage (A2,
A 3, B 2 und B 3) hauptsichlich durch die restriktive Fitterung verursacht
(Tab. 4). Zusétzlich war die freiwillige Futteraufnahme derTiere der Gruppen A 1
und B 1 durch den starken Lysinmangel nochmals um 53 bzw. 59 % drastisch ver-
ringert.
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Tab. 4. Lebendmasseentwicklung (g). Lebendmassezunahme (g/d) sowie Lysinangebot pro Zu-
nahmeeinheit wihrend der Versuchsfiitterung in Versuch | (restriktive Fitterung) (Mittelwerte +
SE. n = 8 pro Gruppe}

Diéten Diiten
Al A2 A3 Bl B2 B3

Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt (6 hbei 155 © C)

Lysingehalt (g/kg TS)
5.1 12,1 17.1 4.2 1.2 16.2

Lebendmasseentwicklung

Lebenstag
7 93,8 94,2 94,2 94.0 92.6 92,9

+1,36 +1,86 +2.68 +1.94 +1.84 +1,74

10 109.4 115.6 115.7 104.2 114.9 110.9
*2.,48 +3.,46 +£373 £2.96 £2.61 +2.52

15 122,9° 171,1¢d 180,0¢ 108.8¢ 160,6¢ 168,7¢4
+2,95 +4,16 +4.17 +3.41 +4.77 +3.29

19 133,9° 222,0cd 231,7¢ 114,28 209.9¢ 217,9¢4
+3,08 +4.,68 +5.53 +3.15 +4.99 £3.55

Zunahme

(g/Tier.d) 3,3 10,69 11,5¢ 1.7¢ 9.8 10,44
+0,22 +0,31 +0,32 +0,20 +(,33 +0.21

Lysinangebot pro Zunahmeeinheit

(g/kg LMZ) 0,654 1,600 2,23¢ 0,60° 1,580 2.22¢
+0,013 +0,044 +0,054 +0,016 +0,037 +0,049

(g/kg" " LMZ) 0,38" 1,00¢ 1,414 0,344 0,98¢ 1,384

+0,006 +0,021 +0,025 +0,007 +0,017 +0,023

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0.,053), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

Am Versuchsende betrug die Lebendmassezunahme der Tiere, die mit Diat B 1
gefiittert wurden nur 52 % der von Gruppe A 1 (s. Tab. 4). Bei gleicher Lysinzula-
gehdhe gab es weiterhin keine signifikanten Lebendmasseunterschiede zwischen
den Gruppen.

Wiihrend der N-Bilanz-Periode lag der N-Ansatz bei der Gruppe B 1 mit 0,123
g N/Tier.d signifikant unter dem der Gruppe A 1 (0,205 g N/Tier.d) (Tab. 3).

Unabhingig von der Art des eingesetzten Glutens bestanden zwischen den
Gruppen mit Lysinzulage nur geringe Unterschiede im N-Ansatz, der jedoch mit
0,489 bis 0,599 g/Tier.d signifikant iber dem der Gruppen A 1 und B 1 lag. Letz-
tere Gruppen wiesen jedoch mit einem Proteinansatz von 42,8 bzw. 62,6 % der
LMZ einen iberdurchschnittlich hohen Anteil von Protein an der Gesamtzu-
nahme auf (s. Tab. 5). Die Berechnung des PPW ergab keine Unterschiede zwi-
schen den Gruppen mit Lysinzulage (48,4 bis 54,6 %). Der signifikant niedrigste
PPW wurde fiir Gruppe B 1 ermittelt (29,6 %).
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Tab. 5. Ergebnisse der N-Bilanz vom 15.-19. Lebenstag, Versuch 1 (restriktive Fiitterung) (Mit-
telwerte = SE)

Didten Diaten
Al A2 A3 B1 B2 B3
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt {6 hbei 155 ° C)
Lysingehalt (g/kg TS)
5,1 12,1 17,1 42 11,2 16,2
N-Aufnahme 0,486° 1,029¢ 1,096¢ 0,4092 1,010¢ 1,0804
(g/Tier.d) +0,018 +0,016 +0,001 +0,025 +0,018 +0,014
N-Ansatz 0,205% 0,537 0,599¢ 0,1232 0,489¢ 0,528«
(g/Tier.d) +0,016 +0,024 +0,030 +0,015 +0,021 +0,016
Protein- 1,28° 3,350 3,744 0,782 3,06° 3,30¢¢
ansatz +0,100 +0,154 +0,190 +0,098 +0,130 +0,098
(g/Tier.d)
Protein- 42,8° 26,9 29,72 62,60 24,92 27,00
ansatz +2,02 +2.,10 +2,64 +9.,69 +0,78 +0,92
(in % der
LMZ)
N-Ansatz 42,2v 52,1¢ 54,6¢ 29,67 48 4bc 48,95
(in % der +3,65 +1,92 +2.76 +2.21 +1,70 +1,51
N-Aufnahme)
(PPW)
LMZ 2,8 12,7¢ 12,9¢ 1,42 12,3¢ 12,3¢
(g/Tier.d) +0,24 +0,54 +0,70 +0,21 +0,54 +0,34
15.-19.
Lebenstag

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

1#CO,-Ausscheidung: Da die “CO,-Ausscheidung in Versuch 1 (restriktive Fiitte-
rung) nach 10 min nur 0,2 bis 0,3 % der verabreichten Dosis betrug (Tab. 6), kann
eine vermutete vorrangige Ausscheidung von radiochemischen Verunreinigungen
kurz nach der Injektion ausgeschlossen werden. *C-markierte Verunreinigungen,
die eine plotzliche “CO,-Freisetzung ermdglicht hitten, z.B. aus Carbonaten,
wiren an einer erhdhten spezifischen Radioaktivitit zu erkennen gewesen, was
ebenfalls nicht auftrat (Tab. 6).

Bei MeBzeiten ldnger als 10 min kam es sowohl bei Diiten A als auch B zu ei-
nem z.T. signifikanten Anstieg der “CO,-Ausscheidung bei jeweils hoherer Lysin-
zulage im Futter (Tab. 6). Dabei bestand jedoch bei einer MeBdauer von 1h 10
min sowie 2h 10 min nach Injektion eine signifikant geringere *CO,-Ausschei-
dung bei der Gruppe B 2 von nur 70 bzw. 77 % der “CO,-Ausscheidung der
Gruppe A 2 mit gleicher Lysinzulage und unbehandeltem Gluten. Die Berech-
nung des Anstiegswinkels a (s. Tab. 7) zeigt ebenfalls einen deutlich flacheren An-
stieg der MCO,-Ausscheidung zwischen den Gruppen B 1 und B 2 (13,7°) als zwi-
schen allen anderen Gruppen (23,2 bis 35,8°).
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Tab. 6. CO,-Ausscheidung (in % der verabreichten Dosis) und spezifische Radioaktivitdt des
CO, (in DPM * 103%mMol CO,) bis 3 h 10 min nach i.v. Verabreichung von “C-U-L-Lysin im Ver-
such 1 (restriktive Fitterung) (Mittelwerte £ SE)

Diidten Diiten
Al A2 A3 B1 B2 B3
) Glutenbehandlung

Melizeit unbehandelt erhitzt (6 h bei 155 © C)
nach
Injektion Lysingehalt (g/kg TS)

5.1 12,1 17,1 472 11,2 16,2
HCO,-Ausscheidung
bis 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
10 min +0,11 +0,08 +0,07 +0,06 +0,09 +0,04
bis 2,10 4,79 5,0¢d 2,02 3,3b¢ 4,7bc
1 h10min +0,40 +0,32 +1,05 +0,24 +0,51 +0,61
bis 3,6% 6,6° 8,9 3,52 5,10 7.9¢
2 h10min +0,40 +0,31 +1,16 +0,29 +0,58 +0,68
bis 4,72 7,7¢ 11,24 4,67 6,3b¢ 9,94
3 h10min +0,47 +0,35 +1,09 +0,35 +0,64 +0,82

Spezifische Radioaktivitit

bis 1,87 3,30 2,38 1,68 3,55 331
10 min +1,10 +2,34 +0,82 +0,54 +2,12 +1,96
bis 2,77 7,00°¢ 6,324 2,77 4,91b¢ 5,984
1 h10min +0,73 +0,93 +1,44 +0,27 +0,81 +0,84
bis 2,54% 4,85¢d 5,72¢ 2,552 3,56b¢ 5,104
2 h10min +0,44 +0,56 +0,83 +0,30 +0,31 +0,55
bis 2,292 3,68v¢ 4,79¢ 2,302 2,894P 4,37¢
3 h 10 min +0,34 +0,40 +0,58 +0,19 +0,21 +0,42

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dal bei der Gruppe A 2 die Versorgung
des Organismus mit Lysin bereits bedarfsdeckend war, so daf es hier zu einer
deutlich h6heren Abbaurate des “C-U-L-Lysins kam als bei vorheriger Lysinschi-
digung durch Erhitzung (Gruppe B 2).

Spezifische Radioaktivitit des CO,: Die spezifische Radioaktivitdt des CO, der
Gruppen A 1 und B 1 war zu jedem MeBzeitpunkt nahezu identisch und lag in fast
allen Fillen signifikant unterhalb der Mef3werte der Gruppen mit Lysinzulage
(Tab. 6). Gleichfalls bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen mit hochster Lysinzulage (A 3, B 3). Die spezifische Radioaktivi-
tét des CO, bei Gruppe B 2 betrug jedoch 2 h 10 min nach ¥C-U-L-Lysininjektion
nur 73 % bzw. nach 3 h 10 min nur 79 % der Werte, die nach Fitterung von unbe-
handeltem Gluten gleichen Lysingehaltes (A 2) gemessen wurden (Tab. 6). Dies
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Tab. 7 Anstiegswinke! o (in °) des Anstiegs der “CO,-Ausscheidung nach i.v. Verabreichung von
HC-U-L-Lysin (in % der verabreichten Dosis) bis Ende der MeBzeit und spezifische Radioaktivi-
téat des CO; (in DPM.10%mMol CO,) bei Erhéhung des Lysingehaltes in der Didt im Versuch |
(restriktive Fiitterung) (Mittelwerte * SE)

Didten
von Al von A2 vonB 1 vonB2
ZuA2 zuA3 zuB2 zuB3
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt (6 h bei 155 ° C)
Anderung des Lysingehalts {g/kg TS)
von 5,1 von 12,1 von 4,2 von 11,2
auf12,1 auf17,1 auf11,2 auf 16,2
Anstiegswinkel der “CO;-Ausscheidung (% der Dosis)
232° 35,00 13,7 358¢
+6,24 ° 12,90 ° +5,88° +11,68 ©
Anstiegswinkel der spezifischen Radioaktivitit des CO, (DPM.10°/mMol CO,)
11,3° 12,5° 4,80 16,5°
+4.29° +8,02 ¢ +2,32° +5,36 °©

entspricht trotz fehlender Signifikanz den Verhéltnissen bei der Messung der
“CO,-Ausscheidung. Der Anstieg der spezifischen Radioaktivitdt des CO,
(Tab. 7) war am Ende der Mefzeit von 3 h 10 min von der Gruppe B 1 zur Gruppe
B 2 mit einem Winkel von 4,8° ebenfalls deutlich geringer als zwischen allen an-
deren Gruppen (11,3 bis 16,5°).

Versuch 2 (Ad libitum Fiitterung)

Lebendmassezunahme, Futteraufwand und N-Bilanz: Trotz gleicher Herkunft und
identischer Fiitterung der Kiiken ist auffillig, dafl die Lebendmasse bereits am
7. Lebenstag mit ca. 132 g deutlich héher lag als im Versuch 1 mit ca. 94 g
{(s. Tab. 8).

Die gegeniiber Versuch 1 hoheren Zunahmen der Gruppen A2, A3, B 2 und
B 3 sind sowohl auf die ad libitum Fitterung als auch auf die Zulage der zweit-
und drittlimitierenden Aminosduren Methionin und Threonin zuriickzufiihren.

Der durch die Erhitzung des Glutens verstirkte Lysinmangel bewirkte, daf die
Tiere der Gruppe B 1 bis Versuchsende weniger als 50 % der Zunahme der
Gruppe A 1 erreichten; beide Gruppen hatten jedoch signifikant geringere Zu-
nahmen als die Gruppen mit Lysinzulage. Die zu Versuchsende geringeren Le-
bendmassen der Gruppe A 3 und B 3 gegeniiber den Gruppen mit mittlerer Lysin-
zulage A 2 und B 2 kann in einer beginnenden Imbalanz durch die hohe Zulage
von 12 g Lysin/kg TS begriindet sein.

Die Tiere der Gruppe B 1 verwerteten das Futter mit 4,9 kg TS/kg LMZ am
schlechtesten, wobei auch die Differenz zur Gruppe A 1 (2,9 kg TS/kg LMZ) sta-
tistisch hoch gesichert war (s. Tab. 8). Ebenso war der Lysinaufwand fir die
Gruppe B 1 sowohl je kg LMZ als auch je kg@° LMZ um 21 bzw. 24 % geringer
als fiir Gruppe A 1. Dieser Effekt, der auch im Versuch 1 beobachtet wurde
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Tab. 8. Lebendmasseentwicklung (in g), Lebendmassezunahme, Futteraufwand sowie Lysinauf-
wand pro Zunahmeeinheit wihrend der Versuchsfiitterung in Versuch 2 (ad libitum Fitterung)
(Mittelwerte + SE, n = 8 pro Gruppe)

Didten Didten
Al A2 A3 B1 B2 B3
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt (6 hbei 155 ° C)

Lysingehalt (g/kg TS)
5,1 12,2 17.2 4.4 11,4 16,4

Lebendmasseentwicklung

Lebenstag
7 132,0 1319 132,0 132,6 132,0 132,6

+2,20 +3,16 +2,16 +4,20 +2,74 +2,65

10 156,58 160,0° 161,4° 149,52 162,8° 157,9°
+2,52 +2,59 +1,59 +3,98 +3,63 +3,99

4 185,60 245,2¢ 241,2¢ 167,62 245,6° 228,5¢
*4,83 +4,79 +3,16 +5,37 +6,01 +6,58

19 224,87 445,8¢ 4252 179,52 435,84 393,6°
+8,21 +6,54 +6,82 +6,05 +11,68 +18,46

Zunahme

(g/Tier.d) 7,7° 26,24 24,59 3,92 25,34 21,8
+0,62 +0,48 +0,61 +0,30 +0,82 +1,43

Futter- 2,9 1,82 1,74 4,9¢ 1,78 1,92

aufwand +0,09 +0,21 +0,03 +0,21 +0,06 +0,06

(kgkg LMZ)

Lysinaufwand je Zunahmeeinheit

{g’ke LMZ) 0,62° 1,91¢ 2,774 0,492 1,92¢ 2,724
+0,021 +0,110 +0,150 +0,054 +0,113 +0,103

(g/kg® LMZ) 0,41> 1,41¢ 2,034 0,312 1,41¢ 1,964

+0,013 +0,078 +0,107 +0,010 +0,076 +0,075

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P «0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

(s. Tab. 4), kann darin begrindet sein, daB bei geringerer Wachstumsrate der An-
teil des Erhaltungsbedarfs am Gesamtumsatz steigt und somit der Lysinbedarf
pro Zunahmeeinheit abnimmt. Weiterhin kann auch eine héhere Reutilisations-
rate des Lysins bei sehr starker Unterversorgung an dieser Wirkung beteiligt sein.

Zwischen den Glutenarten bestanden bei mittlerer und hoher Lysinzulage
keine Unterschiede im Futter- und Lysinaufwand je Zunahmeeinheit (Tab. 8).

Die aus den Daten der N-Bilanz hervorgehende Abstufung der einzelnen Fiit-
terungsgruppen entsprach denen der Lebendmasseentwicklung, so daf die signi-
fikant geringste Menge an retiniertem Stickstoff mit 0,265 g N/Tier.d bei Gruppe
B 1 festgestellt wurde (s. Tab. 9). Trotz geringster Lebendmassezunahme und
niedrigstem absoluten Proteinansatz war der Proteinansatz in % der LMZ bei
Gruppe B 1 am hochsten. Die Differenzen zwischen allen Gruppen mit Lysinzu-
lage waren auch beziiglich der N-Bilanz gering.
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Tab. 9. Ergebnisse der N-Bilanz vom 14. bis 19. Lebenstag, Versuch 2 (ad libitum Fiitterung)
(Mittelwerte + SE)

Diaten Diaten
Al A2 A3 Bl B2 B3
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt (6 hbei 155 © )
Lysingehalt (g/kgTS)

52 12,2 17,2 44 11.4 16,4
N-Aufnahme 0,941 2.589¢ 2,249¢ 0.669¢ 2.420<¢ 2,229¢d
(g/Tier.d) +0,057 +0,134 +0,072 +0,046 +0,085 +0,179
N-Ansatz 0,367 1,3584 1,184¢ 0,265 1,.314¢¢ 1,129¢
(g/Tier.d) +0,026 +0,038 +0,053 +0,029 +0.051 +0,088
Protein- 2,290 8,494 7.40¢ 1,554 8,21¢d 7.05¢
ansatz +0,163 +0,240 +0,329 +0,179 +0.321 +0,548
(g/Tier.d)
Protein 30,6° 21,2¢ 20,2¢ 65,4¢ 21.6¢ 21,5¢
ansatz +2,43 +0,63 +0,87 +8.,08 +0.41 +0,80
{(in % der LMZ)
N-Ansatz 39.10 52.9° 52.6" 36.6° 54,30 51,00
in % der +2,24 +1,38 *1,54 +£2.47 +1,27 +1.78
N-Aufnahme
(PPW)
LMZ 7,80 40,14 36,84 2,42 38,0<9 33,0¢
(g/Tier.d) +0,80 +0.91 +1,32 +0.36 +1.48 +2,58
(14.-19.
Lebenstag)

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

#CO,-Ausscheidung: Die “CO,- Ausscheidung der Gruppen ohne Lysinzulage
(A 1 und B 1) war bereits eine Stunde nach der “C-U-L-Lysin-Injektion signifi-
kant niedriger als die aller anderen Gruppen und wurde durch die thermische Be-
handlung des Glutens bei Gruppe B 1 nicht weiter vermindert (s. Tab. 10).

Bei mittlerer Lysinzulage wurde 2 Stunden nach “C-U-L-Lysin-Injektion bei
der Gruppe mit erhitztem Gluten in der Didt (B 2) eine signifikant geringere
“CO,-Ausscheidung von nur 72 % des Wertes von Gruppe A 2 gemessen, die bei
gleicher Lysinzulage unbehandeltes Gluten gefiittert bekam (Tab. 10). Zwischen
den Gruppen A 3 und B 3 bestand etwa das gleiche prozentuale Verhiltnis, das je-
doch nur nach 3stiindiger Mefdauer statistisch gesichert war. Trotz des groBlen
mittleren Fehlers wird dies auch durch den geringeren Anstieg der “CO,-Aus-
scheidung zwischen Gruppe B 1 und B 2 (41,9°) gegeniiber dem Anstieg zwischen
Alund A2 (58,5°) deutlich (s. Tab. 11).

Da das injizierte *C-U-L-Lysin unter den Bedingungen der eingesetzten Me-
thode den Stoffwechsel des freien Lysins im Gesamtkdrper reprasentiert, 1aft sich
aus der geringeren “CO,-Bildung bei den Tieren, die erhitztes Gluten gefiittert
bekamen, als Anpassungsreaktion des Organismus auf einen hoheren Anteil
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nichtverwertbaren Lysins im Futter, ein verminderter Lysinabbau ableiten, der
sich aber nur bei der Versorgung mit Lysin um und oberhalb des Bedarfsbereichs
feststellen lieB. Bei starker Lysinunterversorgung traten nur obligatorische Lysin-
verluste auf, die-auch bei weiter abnehmendem Versorgungsstatus nicht vom Or-
ganismus reduziert werden konnten.

Tab. 10. “CO,Ausscheidung (in % der verabreichten Dosis) und spezifische Radioaktivitit des
CO, (in DPM * 10%mMol CO,) bis 3 h nach i.v. Verabreichung von “C-U-L-Lysin im Versuch 2
(ad libitum Fiitterung) (Mittelwerte + SE)

Diéten Diiten
Al A2 A3 B1 B2 B3
. Glutenbehandlung
Melizeit unbehandelt erhitzt (6 hbei 155 © C)
nach
Injektion Lysingehalt (g/kg TS)
5,2 12,2 17,2 44 11,4 16,4
“CO,-Ausscheidung
bis1 h 3,93 9,50 11,6° 4,12 7,10 8,6b
10,44 +1,06 +1,95 *0,77 +1,11 +0,75
bis2 h 6,28 16,0¢ 18,6° 6,52 11,6° 13,3b¢
+0,50 +1,06 +1,93 +0,82 *1,61 +1,63
bis3 h 7,68 19,0bc 22,4¢ 8,22 14,50 16,4
+0,51 +1,14 +1,85 +0,76 +1,99 +1,62
Spezifische Radioaktivitit
bisl h 3,128 8,71° 9,620 3,482 5,950 6,730
+0,31 +0,96 +1,59 +0,56 +0,90 +0,62
bis2 h 2,577 6,83¢d 7,644 3,032 4,69° 5,16%
+0,19 +0,50 +0,82 +0,36 +0,60 +0,62
bis3 h 2,308 5,37< 5,934 2,618 3,98° 4,31b¢
+0,16 +0,35 +0,45 +0,28 +0,51 +0,37

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

Spezifische Radioaktivitit des CO,: Die niedrige *CO,-Ausscheidung der Grup-
pen ohne Lysinzulage (A 1 und B 1) bestitigt sich auch in der signifikant gering-
sten spezifischen Radioaktivitit des CO, (s. Tab. 10). Fiir die Gruppen B mit
Lysinergédnzung war ab der 2. Stunde nach “C-U-L-Lysin-Injektion die spezifi-
sche Radioaktivitit signifikant um 26 bis 33 % geringer als bei den Fiitterungs-
gruppen, die bei gleicher Lysinzulage unbehandeltes Gluten erhielten. Am Ende
des MeRzeitraumes waren diese Unterschiede unabhingig von der Hohe der Ly-
sinzulage statistisch gesichert. Der signifikant hohere Anstiegswinkel der spezifi-
schen Radioaktivitit des CO, zwischen Gruppe A 1und A2 von 23,7° (s. Tab. 11)
gegeniiber den restlichen Winkelgeraden mit Anstiegen von 3,8 bis 11,19 zeigte
ebenfalls, dal Gruppe A2 im Gegensatz zu Gruppe B 2 bedarfsdeckend mit Lysin
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Tab. 11. Anstiegswinkel o (in °) des Anstiegs der YCO,-Ausscheidung nach i.v. Verabreichung von
HC.U-L-Lysin (in % der verabreichten Dosis) bis Ende der MefBzeit und spezifische Radioaktivi-
tit des CO, (in DPM * 103%mMol CO,) bei Erhohung des Lysingehaltes in der Diat im Versuch 2
(ad libitum Fitterung) (Mittelwerte + SE)

Didten
vonAl von A2 vonB1 vonB 2
ZuA2 ZuA3 zuB2 zuB3
Glutenbehandlung
unbehandelt erhitzt (6 h bei 155 © C)
Anderung des Lysingehalts {g/kg TS)
von 5,1 von 12,1 von 4,2 von 11,2
auf 12,1 auf 17,1 auf 11,2 auf 16,2
Anstiegswinkel der YCO,-Ausscheidung (% der Dosis)
58,5 ¢ 292 ° 41,9 ° 19,8 ©
+10,12 ° +23.65 ° +16,93 ° +27,69 °
Anstiegswinkel der spezifischen Radioaktivitit des CO, (DPM.10°/mMol CO,)
23,7 6,4 © 11,1 o 3,8 o
+3,15 ° +6,51 ¢ +475 ¢ +7,20 °©

Ungleiche Buchstaben bedeuten statistisch gesicherte Unterschiede (P <0,05), gleiche Buchsta-
ben nicht signifikante Unterschiede.

versorgt war. Die Reaktion des Organismus auf die Zufuhr thermisch behandel-
ten Glutens bei mittlerer Lysinsupplementation war somit auch anhand der MeB-
werte der spezifischen Radioaktivitit des CO, nachweisbar.

Zusammenfassende Diskussion

In den Versuchen 1 und 2 waren bei der Bestimmung der klassischen Parameter
Lebendmassezunahme, Futteraufwand und N-Bilanz bei gleicher Lysinzulage nur
dann statistisch gesicherte Differenzen zwischen dem Einsatz von unbehandeltem
und behandeltem Gluten festzustellen, wenn deutlich unter der Lysinbedarfs-
norm gefiittert wurde.

Bei Messung der *CO,-Ausscheidung und der spezifischen Radioaktivitit des
CO, fithrte sowohl in Versuch 1 als auch in Versuch 2 extremer Lysinmangel (Dia-
ten A 1 und B 1) immer zu sehr geringen “CO,-Ausscheidungen, die untereinan-
der wenig variierten und die obligatorischen Lysinveriuste des Stoffwechsels un-
abhiingig vom Versorgungsstatus reflektierten. Signifikante Unterschiede zwi-
schen den Behandlungsarten des Glutens bei gleicher LysinzulagehShe waren nur
dann festzustellen, wenn die Lysinzufuhr um oder oberhalb des Bedarfswerts
lag. Dabei gab es fiir die Bestimmung dieser Differenzen einen optimalen Zeit-
raum, der bei der hier angewandten Versuchsmethodik bei 2h nach “C-U-L-
Lysininjektion lag. Nach 2stiindiger MeBdauer war der Abbau von “C-U-L-Lysin
zu ¥CO, fiir die Gruppe A 2 um 28 bzw. 30 % niedriger als bei Gruppe B 2 (Ver-
such 1 bzw. 2). Die spezifische Radioaktivitat des CO, war um jeweils 27 bzw.
26 % geringer. Da man bei der Beurteilung des Effektes der thermischen Behand-
lung des Glutens beriicksichtigen muf3, da8 die Lysinmenge aus Gluten nur einen



Simon et al., Nachweis der Lysinschidigung durch "*C-Lysin-Oxidation 297

Teil der Gesamtlysinmenge in der Didt darstellt (in den Diéten A 2 liefert Gluten
ca. 20 % des Gesamtlysingehalts nach Aminosdurenanalyse und in Didten B 2 ca.
15 %), muf} dessen Auswirkung auf den intermedidren Lysinkatabolismus als sehr
drastisch eingeschétzt werden. Nach Einbeziehung der mit der Trinitrobenzensul-
fonsdure-Methode bestimmten Lysinverfiigbarkeit von 57 % des Ausgangsgehal-
tes im unbehandelten Gluten hétte die Lysinverwertung der Diidt B 2 gegeniiber
Didt A 2 statt um 28 bis 30 % nur um 8,6 % vermindert sein diirfen. Das 148t den
Schiuf zu, daB entweder das Ausmal der verminderten Lysinoxidation nicht di-
rekt die verringerte Lysinverwertung darstellt oder die eingesetzte chemische Me-
thode die Lysinschadigung unterschitzte. Beide Vermutungen sind sicherlich zu-
treffend. Letztere ist in Anbetracht der Temperatur und Dauer der thermischen
Behandlung des Glutens wahrscheinlich, da nach CARPENTER (6) jede Me-
thode zur Bestimmung reaktiven Lysins den Nachteil haben wird, daf die Schadi-
gung im Nahrwert im Vergleich zum Absinken reaktiven Lysins gréBer ist, wenn
die Reaktion Quervernetzungen einschlieft. Somit ist die “C-U-L-Lysinoxida-
tion durch Kiiken ein empfindlicher Parameter zum qualitativen Nachweis hitze-
geschidigten Lysins, besonders, wenn die Lysinversorgung um den Bedarfsbe-
reich liegt und klassische Parameter nicht mehr ansprechen; eine direkte quanti-
tative Bestimmung einer Brutto-Lysinverwertung ist jedoch bei gegenwirtigem
Erkenntnisstand mittels der beschriebenen Methode nicht moglich.
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