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Abstract

Ensilage of red clover results in lower concentrations of non-protein nitrogen compared to
other forage legumes. It is assumed that the polyphenol oxidase (PPO) activity in red clover
is related to this effect. Therefore, a laboratory ensiling trial was carried out to quantify the
changes in crude protein (CP) fractions during the ensiling process using the Cornell Net
Carbohydrate and Protein System. At four cutting dates, fresh, wilted and ensiled herbage
of three red clover genotypes and white clover grown in two systems (with and without me-
chanical stress) was sampled. The specific PPO activity was measured photometrically in
fresh leaves of the plants. Concentrations of fraction A increased from 130-197 g/kg CP to
372-544 g/kg CP during the fermentation process leading to a drop in true protein, primarily
fraction B1. The most important source of variance was the ensiling stage, except for frac-
tion C. Despite differences in protein fractions between genotypes, these variations can not
be explained by the specific PPO activity.

Einleitung und Zielsetzung

Futterleguminosen sind als proteinreiches Grundfutter von zentraler Bedeutung in der
okologischen Wiederkauerfitterung. Fir die Winterfltterungsperiode ist es demzufolge
unerlasslich, dass Silagen mit hoher Qualitat und moglichst geringen N&hrstoffverlusten
produziert werden. Der im Garungsverlauf stattfindende Proteinabbau verursacht jedoch
qualitative Veranderungen (Papadopoulos & McKersie 1983, Richardt & Steinhéfel 2007).
Aus ernahrungsphysiologischer Sicht sind hohe Gehalte an schnell abbaubarem Protein bei
unzureichender Energiezufuhr im Pansen als problematisch zu bewerten. Die Silierung von
Rotklee ist im Vergleich zu anderen Futterleguminosen gekennzeichnet durch eine deutlich
geringere Proteolyse (u.a. Papadopoulos & McKersie 1983). Dieser Effekt wird haufig auf
die Polyphenoloxidase (PPO)-Aktivitat im Rotklee zurlickgefiihrt (z.B. Sullivan & Hatfield
2006), obwohl in den meisten Fallen die PPO-Aktivitat nicht gemessen wurde. Im Hinblick
auf die Verbesserung der N-Nutzungseffizienz beim Wiederkauer ist eine durch die PPO
reduzierte Proteolyse von grof3em Interesse.

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es daher, die Veranderungen der Rohprotein-
fraktionen nach dem Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) von verschie-
denen Rotkleegenotypen wahrend des Silierprozesses zu quantifizieren und hierbei den
Einfluss der spezifischen PPO-Aktivitat zu bewerten.

Methoden
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Das Pflanzenmaterial fiir die vorliegende Untersuchung stammte aus einem zweifaktoriellen
Feldversuch mit drei Wiederholungen, der im Juni 2007 auf den Versuchsflachen der Nord-
deutschen Pflanzenzucht in Hohenlieth angelegt wurde (Jahresniederschlagssumme: 805
mm, Jahresmitteltemperatur: 8,9 °C, Bodenart: Ls, Bodentyp: Braunerde). Die Priffakto-
ren waren Genotyp (12 Rotkleegenotypen und WeilRklee als Kontrolle) und System (ohne
und mit mechanischem Stress). Im System mit mechanischem Stress wurden etwa drei
Wochen vor dem geplanten Nutzungstermin die Parzellen mit einer Cambridgewalze zwei-
mal gewalzt. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass mechanischer Stress zu einer
Erhéhung der PPO-Aktivitat fuhren kann (vgl. Eickler 2008). Im ersten Hauptnutzungsjahr
2008 erfolgten vier Schnitte in einem Abstand von jeweils sechs Wochen (1. Aufwuchs:
vegetatives Stadium; 2. Aufwuchs: friihes Knospenstadium; 3. Aufwuchs: Knospenstadium/
Blihbeginn; 4. Aufwuchs: vegetatives Stadium). Unmittelbar vor dem Schnitttermin entnom-
menes Blattmaterial diente fur die photometrische Messung der PPO-Aktivitéat in Anlehnung
an Escribano et al. (1997). Daruber hinaus erfolgte die Erfassung des Blatt/Gewichtsver-
héaltnisses (BGV).

Zur Quantifizierung der Qualitatsveranderungen wahrend der Silierung wurden drei dip-
loide Rotkleegenotypen (Milvus, Montana, Harmonie) sowie Weil3klee (Sorte Vysocan) in
frischem, angewelktem und siliertem Zustand beprobt. Als Siliergefaf3e wurden 1,5 | Weck-
glaser genutzt. Die Lagerungsdauer betrug 90 Tage. Alle Proben wurden bei 58 °C getrock-
net, anschlieBend auf 1 mm vermahlen und mittels Nah-Infrarot-Reflex-Spektroskopie die
Qualitatsparameter geschatzt. Als Referenzmethode fir die Bestimmung der Proteinfrakti-
onen auf Basis des CNCPS dienten die Vorgaben von Licitra et al. (1996). Der N-Gehalt
wurde mit dem C/N-Analyzer vario MAX CN nach Dumas gemessen. Die nachtragliche
Korrektur des TM-Gehaltes der Silagen erfolgte unter Anwendung einer vereinfachten Glei-
chung. Fur die varianzanalytische Auswertung der Daten wurde ein gemischtes lineares
Modell (SAS 9.1) herangezogen, wobei der TM-Gehalt der Proben als Kovariable Beriick-
sichtigung fand.

Ergebnisse

Die Kovarianzanalyse ergab fur die Proteinfraktionen A, B1 und B3 eine signifikante Wech-
selwirkung Genotyp x Silierstadium. Im Fall von Fraktion B2 konnte die Wechselwirkung Sy-
stem x Silierstadium statistisch abgesichert werden, wohingegen bei Fraktion C die Haupt-
wirkungen Genotyp und Silierstadium signifikant waren. Wahrend der Silierung kam es zu
einem signifikanten Anstieg von Fraktion A, der von angewelktem zu siliertem Pflanzenma-
terial deutlich starker ausfiel. Signifikante Unterschiede zwischen den Rotkleegenotypen
konnten nur im silierten Zustand beobachtet werden. Weil3klee hatte in allen Silierstadien
signifikant héhere Anteile an Fraktion A als die Rotkleegenotypen. Der Genotyp Milvus wies
den signifikant niedrigsten Anteil an Fraktion A und den signifikant héchsten Anteil an Frak-
tion B3 auf. Fraktion B verringerte sich signifikant von 733-753 g/kg XP auf 345-469 g/kg
XP. Die gro3te Abnahme fand mit 47-67 % bei Fraktion B1 statt. Der Anteil von Fraktion C
am XP war bei allen Genotypen im silierten Zustand am hdchsten. Unabhéngig vom Silier-
stadium erreichte Weil3klee die niedrigsten und die Genotypen Milvus sowie Montana die
hdchsten Gehalte an Fraktion C (Tabelle 1).

Die spezifische PPO-Aktivitat bezogen auf das BGV ist Tabelle 2 zu entnehmen. Lediglich
im Herbstaufwuchs traten Signifikanzen zwischen den Rotkleegenotypen auf. Weiltklee er-
zZielte jeweils die niedrigsten Werte. Ein Zusammenhang zwischen der spezifischen PPO-
Aktivitat und den Proteinfraktionen konnte bei den silierten Rotkleegenotypen nicht festge-
stellt werden. Allerdings reduzierte sich der Anteil von Fraktion A mit zunehmendem TM-
Gehalt. Dieser Zusammenhang war im ersten und dritten Aufwuchs signifikant (R>=0,36;
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P=0,0050 bzw. R?=0,83; P<0,0001).

Tabelle 1: Veranderung der Rohproteinfraktionen (g/kg XP) wahrend des Silier-
prozesses in Abhangigkeit vom Genotyp

Silier- Genot Egtﬂpmle'nfr tionen?
ium P FraKtion A Fraktion B1 [ Fraktion B2 | Fraktion B3 | Fraktion C
frlscH _\ALTJBkIee 97 60 aA 336 229 DA 73
ilvus 7hC 29 bA 339 273 aA 28
ontana 34 bC 34 bA 341 260 aA 26
3 45 abA 332 269 aA 19
angewelkt [\ ee B 10aB 316 230 bA 1
[ Milvus 9 bB [ aA 332 268 aA 2
ontana 86 bB 105 aA 335 252 aA 2!
86 bB 115 aA 3 253 aA Q
siliert _§A aA 2 aC 1 111 dB
VUS / dﬁ 2 % ; % 2 aB gz
C
armonie _i%gbA ::9_%% 1220 | 167 cB 140 .
Y nach dem TM-Ertrag der einzelnen Aufwiichse gewichtete Jahresmittelwerte; Bestimmtheitsmafie der

NIRS-Kalibration: 0,94-0,96; a,b kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen in-
nerhalb eines Silierstadiums; A,B kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Silierstadien
innerhalb eines Genotyps (Bonferroni-Holm; P<0.05).

Tabelle 2: Spezifische PPO-Aktivitat (IU/ug Protein/g TS) in Abhéngigkeit von
Genotyp, System und Aufwuchs

System | Genotyp ifi -Aktivitd dgs 5,5354 (EE:;)
uc| ufwuchs ucl

ohne [ klee 04 a 3a 08 a C

mech [ Milvus 24 a 8 a 48 a 1 8]

. Montana 16 a la /3a 1.31Db

Harmonie 3a 2 a 58a 2,45 a

mit L\ klee 2 b 4 b % g.b 2 g d

a a c

mech. ontana 5a 39 a,B 2a 327a
Stress | Harmonie [ 0,66 ab - 10,64a 0,80 ab | 2,42b .
a,b kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb eines Systems und ei-

nem Aufwuchs (Bonferroni-Holm; P<0.05).

Diskussion

Im Verlaufe des Silierprozesses kam es unabhangig vom Genotyp zu einem Anstieg des
NPN-Anteils (Fraktion A) am XP und einer Abnahme des Reinproteins, was primér zu Las-
ten von Fraktion B1 ging. Diese Veranderungen in der Proteinqualitat werden von Richardt
& Steinhofel (2007) sowie Guo et al. (2008) bestétigt. Zur Reduzierung des Proteinabbaus
bietet sich der Einsatz eines geeigneten Siliermittels an. Im Vergleich zur unbehandelten
Silage wird der NPN-Anteil verringert bei gleichzeitiger Erh6hung des Anteils von Fraktion
B1 (Guo et al. 2008). Eine weitere Mdglichkeit zur Verminderung der Proteolyse kann die
Erhéhung des Anwelkgrades darstellen, wobei dieser Effekt nicht immer bei allen Aufwiich-
sen auftritt (Papadopoulos & McKersie 1983). Generell sollten bei der Garfutterbereitung
alle siliertechnischen Malinahmen genutzt werden, um den Proteinabbau zu minimieren.

In zahlreichen Arbeiten wird die hemmende Wirkung der durch die PPO gebildeten o-Chi-
none auf die Proteolyse wahrend des Silierprozesses beschrieben (z.B. Sullivan & Hatfield
2006). Hierzu ist jedoch grundsatzlich anzumerken, dass fir die Bestimmung der PPO-
Aktivitat bzw. der o-Chinone keine anerkannte und damit zuverlassige Methode zur Ver-
figung steht. Aus diesem Grund kann die methodische Vorgehensweise zu differierenden
Resultaten fuhren. Hinzu kommt, dass die meisten Untersuchungen unter kontrollierten
Versuchsbedingungen und nicht wie in der vorliegenden Arbeit unter Freilandbedingungen
durchgefiihrt wurden (vgl. Sullivan & Hatfield 2006). Demzufolge kénnen die vorherrschen-
den Umweltbedingungen sowohl einen maRgeblichen Einfluss auf die PPO-Aktivitat als
auch auf die Proteinqualitat austiben. Die genotypbedingten Unterschiede bei den Protein-
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fraktionen der Silagen liegen vermutlich in einer unterschiedlichen proteolytischen Aktivitéat
begriindet, die jedoch nicht mit der spezifischen PPO-Aktivitat erklart werden kann.

Schlussfolgerungen

Das Silierstadium hat den groRten Einfluss auf die Veranderungen der Proteinfraktionen
wahrend des Silierprozesses, die in Abhangigkeit vom Genotyp unterschiedlich stark aus-
fallen kénnen. Hieraus ergibt sich ein Potential fir die Rotkleeziichtung, um die Protein-
qualitat und damit die N-Nutzungseffizienz beim Wiederkauer zu verbessern. Auf der Basis
einjahriger Ergebnisse scheint in diesem Zusammenhang der Einfluss der spezifischen
PPO-Aktivitat eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Danksagung

Die Autoren danken der H. Wilhelm Schaumann Stiftung fir die finanzielle Unterstiitzung
dieses Projektes.

Literatur

Eickler B. (2008): Nutritive value of forage legumes with special reference to polyphenol oxidase activity
in red clover. Dissertation, Christian-Albrechts-Universitat Kiel.

Escribano J., Cabanes J., Chazarra S, Garcia-Carmona F. (1997): Characterization of monophenolase
activity of table beet polyphenol oxidase. Determination of kinetic parameters on the tyramine/
dopamine pair. Journal of Agricultural and Food Chemistry 45: 4209-4214.

Guo X.S., Ding W.R., Hana J.G., Zhou H. (2008): Characterization of protein fractions and amino acids
in ensiled alfalfa treated with different chemical additives. Animal Feed Science and Technology
142: 89-98.

Licitra G., Hernandez T.M., Van Soest P.J. (1996): Standardization of procedures for nitrogen fractiona-
tion of ruminant feeds. Animal Feed Science and Technology 57: 347-358.

Papadopoulus Y.A., McKersie B.D. (1983): A comparison of protein degradation during wilting and ensil-
ing of six forage species. Canadian Journal of Plant Science 63: 903-912.

Richardt W., Steinhéfel O. (2007): Untersuchungen zur Veranderung der Proteinqualitat bei der Silierung
von Grobfuttermitteln. VDLUFA-Schriftenreihe 63, S. 421-427.

Sullivan M.L., Hatfield R.D. (2006): Polyphenol oxidase and o-diphenols inhibit postharvest proteolysis in
red clover and alfalfa. Crop Science 46: 662-670.

100

Dieser Beitrag ist in Band 1 des Tagungsbandes der 11. Wissenschaftstagung Okologischer Landbau erschienen.
Leithold, G.; Becker, K.; Brock, C.; Fischinger, S.; Spiegel, A.-K.; Spory, K.; Wilbois, K.-P. und Williges, U. (Hrsg.) (2011):
Es geht ums Ganze: Forschen im Dialog von Wissenschaft und Praxis

Beitrage zur 11. Wissenschaftstagung Okologischer Landbau, Justus-Liebig-Universitat GieRen, 15.-18. Marz 2011
Band 1: Boden, Pflanze, Umwelt, Lebensmittel und Produktqualitét

Band 2: Tierproduktion, Soziobkonomie

Verlag Dr. Koster, Berlin.

Der Tagungsband kann tber den Verlag Dr. Kdster bezogen werden.

Archiviert unter: http://orgprints.org/view/projects/int_conf_2011_wita.html





