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1. Einleitung und Fragestellung

Das Pferd ist seit hunderten von Jahren an der Seite des Menschen. Als Mitglied der Familie
der Herbivore deckt es seinen Energiebedarf allein aus pflanzlichem Futter ab. Im Mittelpunkt
seiner Erndhrung stehen grobfaserige Pflanzen. Hierflr wird in unseren Breitengraden Heu
verwendet. Ein Pferd bendtigt taglich als Futter um die 2% seines Kdrpergewichts an Trocken-
masse. Je nach Alter und Trainingsintensitat variiert diese Menge.

(https://www.Isu.edu/vetmed/ehsp/horse health/aaep tips/hay.php)

Pferdeheu zahlt zu einem eigenen Wirtschaftszweig. Die Nachfrage nach “Qualitatsheu” ist
grof3, und die Preise schwanken je nach Angebot und Nachfrage sowie der Méglichkeit, be-
stimmte Heuschnitte anbieten zu konnen.

Um alle Nahrstoffe optimal abzudecken, ist gutes Pferdeheu von Vorteil. Heu ist eine Mischung
an getrockneten Grasern und variiert, je nach Vegetationszone und Bodenbeschaffenheit in
der Zusammensetzung. Sie hangt vom Erfolg der Keimung des Saatguts, vom Alter des Heu-
bestands (Jahre seit der Aussaat), davon, ob es sich um erst- oder zweitgeschnittenes Heu
handelt, und von den Wachstumsbedingungen, wie der Regenmenge, ab.

(http://omafra.qov.on.ca/english/livestock/horses/facts/info _hay.htm)

Bei der Heubeurteilung werden die Qualitatsmerkmale anhand einfacher Kriterien erhoben.
Beurteilt werden Farbe und Aussehen, Geruch, Griff, Verunreinigungen, botanische Zusam-
mensetzung und Giftpflanzen. Diese Eigenschaften geben einen Hinweis auf die Heubeschaf-
fenheit und die Verwendungsmoglichkeit fur Pferde oder Nutztiere.

Der Futterwert und Nahrstoffgehalt wird dann in einer angefiigten Untersuchung bestimmt, in
der Rohprotein, Rohasche, Rohfaser und Energiegehalte aufgeschlisselt werden. Weitere
Messungen wie Kalzium-, Selen- und Vitamin-D-Gehalte geben dann einen tieferen Einblick

in die Heuuntersuchung. (Meyer H. Coenen M., 2013)

Im Rahmen dieser Arbeit soll herausgefunden werden, ob die grobsinnliche Farbeinteilung der
gezogenen Proben in Zusammenhang mit den Photosynthesepigmenten steht. Da die Farbe
ein Bewertungscharakteristikum ist, und Chlorophyll a und Chlorophyll b den Inhalt dieser des
Heus messen kann, besteht die Annahme einer gewissen Korrelation zwischen diesen beiden
Werten.



Weiters gibt es die Uberlegung, ob es andere Zusammenhénge mit phenolischen Inhaltsstof-
fen und den Nahrwertbestimmungen gibt. In diesem Bezug werden Gesamtphenole, Gesamt-
flavonoide sowie Chlorophyll betrachtet. Ziel ist es anhand der ordinal skalierten Werte der

Sinnenprufung sowie der metrischen Werte des Photometers eine Korrelation zu finden.



2. Literaturubersicht

2.1. Aligemeines uber Heu

Die Griinlandflachen in Osterreich sind in den letzten 50 Jahren um ca. 25% gesunken, da
grol3e Teile verwaldet sind oder verbaut wurden. Trotzdem benétigen die rund 100.000 vieh-
haltenden Betriebe Futter fur ihre Tiere. Dieses wird auf 1,9 Mio. ha Grinland erzeugt. Der
prozentuell grofte Teil stellt hier Okogriinland mit 63% dar, sprich extensive Wiesen und Wei-
den, die primar der Rauhfutterversorgung der Tiere dienen. (Buchgraber K., 2018)

Eine Wiese setzt sich, je nach Bodenbeschaffenheit, aus verschiedenen Grasern, Legumino-
sen und Krautern zusammen. Die prozentualen Werte schwanken je nach Bodenzusammen-
setzung und Lage. Generell dominieren die Graser mit 60-70% vom Gesamtanteil, Legumino-
sen 15-20% und an letzter Stelle die Krauter mit 10-20%. (Dielacher, 2016) Die getrockneten
Bestandteile dieser Pflanzen werden in der deutschen Sprache als Heu bezeichnet. Das Wort
stammt von dem mittelhochdeutschen Worte héufwe] und ist eng verwandt mit unserem Wort
‘hauen, etwas zu schlagen” (“Heu | Rechtschreibung, Bedeutung, Definition, Herkunft’,
(Duden.de, 2022))

Im Gegensatz zu Stroh wird Heu vor der Todreife geerntet, wobei es nicht immer maoglich ist,
die Grenze eindeutig zu definieren. (Dielacher, 2016)

Je nach Blatt- und Stangelanteil im Heu, variieren die Inhaltsstoffe und Nahrwerte des Heus.
Nutzungsintensitat sowie Dinger Regime beeinflussen die Nahrstoffbilanz des Heus sowie
dessen Gehalt an Spurenelementen. Auch der Verschmutzungsgrad beeinflusst die Inhalts-
stoffe, wie zum Beispiel den Rohasche Anteil.

Der Rohfettanteil steigt mit dem Blatteranteil so wie auch der Rohaschegehalt.

(Buchgraber K., 2018)

2.2. Qualitativer Heutest

Die Beurteilung von Heu soll mittels Sinnenprifung Informationen tber den Futterwert, die
Zusammensetzung, sowie den Hygienestatus liefern. Die Beurteilungsmethoden bedienen

sich weniger technischen Hilfsmitteln, um die Konstitution des Heus zu bewerten.



In Abhangigkeit vom Aufwuchs (1. Schnitt, 2. Schnitt und Folgeschnitte), Vegetationsstadium
(Ahren-, Rispenschieben, Bliitenwachstum) sowie Rohfaser und Rohproteinanteil (%TS) wird
das Heu auf den Futterwert ermittelt. Die Faktoren sind dann fiir die spatere Sinnenprifung
miteinzubeziehen.

(Mayer H. Bronsch K. Leibetseder J., 1993)

Far die Verwendung von Heu werden die Leitgraser wie Goldhafer oder Knaulgras herange-
zogen. Befinden sich diese zu Beginn des Ahrenschiebens wird das Wirtschaftsgriinland fiir

die Heuproduktion verwendet. (Buchgraber K., 2018)

Die Sinnenprufung des Heus ist eine qualitative Methode, um den Heuschnitt zu bewerten. Als
Parameter der Uberpriifung werden Griff, Geruch, Farbe sowie Verunreinigung genommen.
Der Futterwert ist zu diesen Parametern vorgegeben und wird in Punkten abgestuft, je nach-
dem welche Werte erreicht werden. Zum Futterwert wird auch noch der Hygienestatus be-
stimmt, welcher ebenfalls mit Punkten bewertet wird. Die Beurteilung erfolgt somit separat fiir
den Futterwert als auch den Hygienestatus und wird, abgestuft, von sehr gut bis sehr gering.

(Mayer H. Bronsch K. Leibetseder J., 1993)



Ein haufig verwendetes Schema zur Beurteilung ist der OAG-Schliissel:

Heubewertung nach Sinnenpriifung |
as . 1 i
OAG-Schliissel", 1999 |
1. GERUCH: Punkte '
O  auBerordentlich guter, aromatischer Heugeruch ................ . 5
O  guter, aromatischer Heugeruch .................. 3 |
0 fad bis geruchlos ...........cccccennee. 1 |
O schwach muffig, brandig ....................cooooiiiii 3 0 |
O  stark muffig (schimmelig) oder faulig ...............ccccoeeiencee. -3
2. FARBE:
O  einwandfrei, wenig verfarbt .............cccovviiiiiieie 5
0O verfarbt, ausgeblichen ... - 3
L stak ausgoblCheN .:qsimmisansimnrminsisanasassnssanasnnpizassuses 1
0O  gebraunt bis schwirzlich oder schwach schimmelig ......... 0
3. GEFUGE:
O  Dblattreich (Klee-, Krauter- und Grasblatter erhalten, ebenso
Knospen u. Blitenstédnde), weich und zart im Griff .................. 7
O  blattarmer, wenig harte Sténgel, etwas hart im Griff ................ 5
O  sehr blattarm, viele harte Sténgel, rau und steif im Griff ._...... 2
C  fast blattlos, viele verholzte Stéingel grob und tibersténdig ...... 0
4. VERUNREINIGUNG: B
O keine (keine Staubentwicklung) ...........cccoeiviiiicrienn 3
O mittlere  (geringe Staubentwicklung) ...... 1
0  starke (Erde- bzw. Mistreste) ............coovvvviiiiiiieiiieecins 0
Die unter 1., 2., 3. und 4. erreichten Punkte werden addiert
D Wertminderung
Punkte: [D Giiteklasse: durch Heubereitung
20-16 1 sehr gut bis gut gering
15-10 2 befriedigend mittel
9-5 3 miRig hoch
4--3 4 verdorben sehr hoch
1) Abgeleitet nach dem DLG-Schlissel

Abbildung I. OAG-Schliissel fiir Heubewertung Jahr: 1999.

Neuerdings wird auch eine App fur die Heubeurteilung eingesetzt. Diese wurde auf der Vete-
rinarmedizinischen Universitat Wien unter Prof. Zebeli, am Institut fur Tierernahrung und funk-
tionelle Pflanzenstoffe, entwickelt, und bereits im letzten Jahr 6fters in Ubungen an der Uni-

versitat verwendet.



3. Pflanzenstoffe

Die Pflanzenstoffe sind malRgebend fir die Eigenschaften der Graser und Krauter. In dieser
Arbeit wird insbesondere auf die Fraktionen der Gesamtphenole, Gesamtflavonoide sowie
Chlorophyll a und b und Carotinoide eingegangen.

Diese drei Pflanzenstoff-Gruppen sind wichtige Bestandteile des Heus in Hinblick auf die Ver-

gleichbarkeit von Inhaltstoffen und grobsinnlicher Beurteilung.

3.1. Gesamtflavonoide

Flavonoide sind eine wichtige Klasse von Sekundarmetaboliten, die in Pflanzen weit verbreitet
sind.

Sie tragen zum Wachstum und zur Entwicklung der Pflanzen bei und werden in der Medizin
und in der Ernahrung eingesetzt. Flavonoide stammen aus dem Phenylpropanoid-Stoffwech-
selweg und haben eine Grundstruktur, die eine C15-Struktur aus 2 Benzolringen (A,B) und

einem mittleren heterocyclischen-6-gliedrigen Ring (C) umfasst (Abbildung II).

Die Flavonoidbiosynthese in Pflanzen, beinhaltet acht Zweige (Stilben, Auron, Flavon, Isof-
lavon, Flavonol, Phlobaphen, Proanthocyanidin und Anthocyan-Biosynthese) und vier wichtige
Intermediarmetaboliten (Chalcon, Flavanon, Dihydroflavonol und Leucoanthocyanidin).
Flavonoide sind eine Gruppe von Phenylpropanoiden, die als wasserldsliche Pigmente, in den
Vakuolen der Pflanzenzellen gespeichert werden.

Sie kénnen in 12 Untergruppen eingeteilt werden - Chalkone, Stilbene, Aurone, Flavanone,
Flavone, Isoflavone, Phlobaphene, Dihydroflavonole, Flavonole, Leukoanthocyanidine, Pro-
anthocyanidine und Anthocyanen. Bis heute sind mehr als 9000 Pflanzenflavonoide isoliert
und identifiziert worden.

Flavonoide gehoren zu den wichtigsten Pigmenten in Pflanzen, wie z. B. Anthocyane (rote,
orange, blaue und violette Pigmente); Chalkone und Aurone (gelbe Pigmente); und Flavonole
und Flavone (weifl3e und blassgelbe Pigmente), die den Pflanzen eine grof3e Vielfalt an Farben
verleihen. Pflanzenflavonoide finden auch im taglichen Leben breite Anwendung, etwa flr Le-

bensmittel und medizinische Zwecke.



So sind beispielsweise Anthocyane und Proanthocyanidine wichtige essbare Pigmente und
geschmacksregulierende Komponenten in Lebensmitteln und Wein, auch als Wirkstoffe, wel-
che die Alterung des Nervensystems, der Immunorgane, des Fortpflanzungssystems, der Le-
ber und der Haut verzégern und zur Vorbeugung beitragen. (Liu W., et al., 2021)

In Bliten, Frachten, Samen und Blattern spielen Flavonoide auch eine Schllsselrolle bei der
Signalubertragung zwischen Pflanzen und Mikroben, bei der mannlichen Fruchtbarkeit einiger
Arten, bei der Verteidigung als antimikrobielle Wirkstoffe und Abschreckungsmittel sowie als
UV-Schutz.

Flavonoide haben auch bedeutsame Aktivitaten, wenn sie von Tieren aufgenommen werden,
und es besteht grolRes Interesse an ihrem potenziellen Gesundheitsnutzen, insbesondere fur
Verbindungen wie die Isoflavonoide, die mit der krebshemmenden Wirkung von Sojalebens-
mitteln in Verbindung gebracht werden. (Winkel-Shirley B., 2013)

Flavonoide haben vielversprechende gesundheitsférdernde Wirkungen in menschlichen Zell-
kulturen, Tierversuchen und klinischen Studien am Menschen gezeigt. Sie haben antioxida-
tive, hypocholesterinamische, entzindungshemmende Wirkungen sowie die Fahigkeit, die
ZellsignallUbertragung, die Genexpression zu modulieren und die Entwicklung von Krankheiten
zu beeinflussen. Die geringe Bioverfligbarkeit von Flavonoiden ist ein Problem, da sie ihre
gesundheitlichen Wirkungen einschranken oder sogar behindern kann. Daher wird versucht
ihre Bioverfiigbarkeit zu verbessern, um die Wirksamkeit von Flavonoiden zu erhéhen.
Flavonoide bestehen aus zwei aromatischen Kohlenstoffringen, die tber eine Dreikohlenstoff-
briicke verbunden sind (Abbildung Il.). Basierend auf dem "C"-Ring gibt es sechs in Lebens-
mitteln Ubliche Flavonoidklassen: Flavonole, Flavan-3-ole (monomere und kondensierte Tan-

nine), Isoflavone, Flavanone, Flavone und Anthocyanine.

6

Abbildung Il. Allgemeine chemische Struktur von Flavonoiden

(Thilakarathna S. Rupasinghe H.P., 2013)



3.2. Gesamtphenole

Phenolverbindungen sind bekannte Phytochemikalien, die in allen Pflanzen vorkommen. Sie
bestehen aus einfachen Phenolen, Benzoesaure und Zimtsaure, Cumarinen, Gerbstoffen, Lig-
ninen, Lignanen und Flavonoiden. Pflanzliche Lebensmittel sind reich an Phenolen, d. h. Mo-
lekdlen, die als Antioxidantien wirken kdnnen, um zur Vorbeugung von Herzerkrankungen, zur
Verringerung von Entzindungen, zur Senkung des Auftretens von Krebserkrankungen und
Diabetes, sowie die Mutagenese in menschlichen Zellen, verringern. Phenolische Verbindun-
gen werden in Pflanzen teilweise als Reaktion auf 6kologische und physiologische Belastun-
gen wie Pathogen- und Insektenbefall, UV-Strahlung und Verwundung gebildet.

Pflanzliche phenolische Verbindungen werden je nach Anzahl der Phenoleinheiten im Molekul
als einfache Phenole oder Polyphenole klassifiziert. Flavonoide gehdren zu den haufigsten
Phenolen, sind in Pflanzengeweben weit verbreitet und oft mit Carotinoiden und Chlorophyllen
fur die blauen, violetten, gelben, orangen und roten Farben der Pflanzen verantwortlich.

Eine weitere wichtige Klasse von phenolischen Verbindungen sind die Zellwandphenole. Sie
sind unléslich und kommen in Komplexen mit anderen Zellwandbestandteilen vor. Die beiden
Hauptgruppen der Zellwandphenole sind Lignine und Hydroxyzimtsauren. Diese Verbindun-
gen spielen eine entscheidende Rolle in der Zellwand wahrend des Pflanzenwachstums, in-
dem sie vor Stressfaktoren wie Infektionen, Verwundungen und UV-Strahlung schitzen.
(Khoddami A. Wilkes M. Roberts T., 2013)

Wahrend Obst und Gemduse viele freie Phenolsduren enthalten (Abbildung l1ll.), sind sie in
Kdrnern und Samen, insbesondere in der Kleie oder Schale, haufig in gebundener Form vor-
handen. Diese Phenolsauren kdnnen nur durch saure oder alkalische Hydrolyse oder durch

Enzyme freigesetzt werden.
0 0

0
" / /
H OH HO 0—R
OH
R—0 coumaric aci Caffeic acid, R = H;
Protocatechuic acid, R = H:; p-coumaric acid HO (‘:h:rl.:g’::i.- acid, R = 5-quinoyl;
Vanillic acid, R = OCH, Cryptochlorogenic acid, R = 4-quinoyl;
Neochlorogenic acid, R = 3-quinoyl;
R—
o] (o] HiC 0
H /
OH H OH HO OH
R—O Galllc scld, R =1 ferulic acid sinapic acid
Syringic acid, R = OCH; H;CO H;CO
Benzoic acids Cinnamic acids

Abbildung Ill. Typisch phenolische S&uren in Lebensmittel
(Tsao R., 2010)



Ein Grolteil der Beweise fir die positive Wirkung von Polyphenolen in der Nahrung stammt
aus Experimenten in vitro oder von Tiermodellen. Tatsachlich kbnnen Polyphenole mehrere
spezifische biologische Wirkungen haben. Sie kénnen die Vermehrung von Krebszellen und
die Aufnahme von Cholesterin hemmen, die Regulierung des Zellzyklus und die Thrombozy-
tenfunktionen beeinflussen und sie kdnnen auch endotheliale Dysfunktionen verhindern.
(D'Archivio M. Filesi C. Varl R. Scazzocchio B. Masella R., 2010)

3.3. Chlorophyll

Chlorophyll, das am haufigsten vorkommende Pflanzenpigment, absorbiert das Sonnenlicht
als Schlusselfaktor fur die Umwandlung von Sonnenenergie in chemische Energie wahrend
der Photosynthese (Abbildung IV.). Gleichzeitig ist Chlorophyll jedoch ein potenziell phototo-
xisches Molekil, dessen Biosynthese und Abbau streng kontrolliert werden muss.

(Das A. Guyer L. Hortensteiner S., 2018)

Chlorophyll a und Chlorophyll b sind die essenziellen Bestandteile des Photosyntheseapparats
von Landpflanzen und Griinalgen. Chlorophyll a ist fir die Photochemie unerlasslich, wahrend
Chlorophyll b offenbar fur die Photosynthese entbehrlich ist. Stattdessen ist Chlorophyll b fur
die Stabilisierung der wichtigsten lichtsammelnden Chlorophyll- bindenden Proteine von Be-
deutung. Chlorophyll b wird aus Chlorophyll a synthetisiert und nach der Rickumwandlung in
Chlorophyll a abgebaut. Dieses System der Umwandlung, zwischen Chlorophyll a und Chlo-
rophyll b, wird als Chlorophyllizyklus bezeichnet. Der Chlorophyll b-Gehalt wird durch die Akti-
vitat der drei am Chlorophyllzyklus beteiligten Enzyme bestimmt, namlich der Chlorophyllid-a-
Oxygenase, der Chlorophyll-b-Reduktase und der 7-Hydroxymethyl-Chlorophyll-Reduktase.
(Tanaka R. Tanaka A., 2011)

Der Abbau von Chlorophyll wurde als Diagnoseinstrument nicht nur fur die Einleitung und das
Fortschreiten der Blattseneszenz, sondern auch zur Uberwachung anderer Prozesse der
Pflanzenentwicklung, wie Reifung von Friichten und Samen sowie als Reaktion der Pflanzen
auf biotische und abiotische Stressfaktoren definiert. (Das A. Guyer L. Hortensteiner S., 2018)
Biosynthesen in etiolierten Blattern haben gezeigt, dass die lichtabhangige Phase der Biosyn-
these der verschiedenen Chlorophyll- Formen in einem Blatt eine komplizierte, verzweigte
Kette von photochemischen und dunklen Reaktionen ist, an denen mehrere Chlorophyll-Vor-
lauferformen beteiligt sind. (Belyaeva O.B. Litvin F.F., 2015)
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3.4. Carotinoide

Unter den Carotinoiden werden gelb gefarbte, lipophile Pigmente zusammengefasst, die in
Plastiden vorkommen. Plastiden sind die Organellen fur die Biosynthese und Speicherung von
Carotinoiden in Pflanzenzellen. Es gibt verschiedene Arten von Plastiden, darunter Proplasti-
den, Etioplasten, Chloroplasten, Amyloplasten und Chromoplasten. Diese Plastiden unter-
scheiden sich erheblich in ihrer Fahigkeit, Carotinoide zu synthetisieren und zu speichern. Es
liegt auf der Hand, dass die Plastiden eine zentrale Rolle bei der Steuerung der carotinogenen
Aktivitat, der Carotinoidstabilitdt und der Pigmentvielfalt spielen (Sun T, 2018).

Carotinoide sind zumeist C40-Terpenoide, eine Klasse von Kohlenwasserstoffen, die an ver-
schiedenen biologischen Prozessen in Pflanzen beteiligt sind, z. B. an der Photosynthese, der
Photomorphogenese, dem Photoprotektor und der Entwicklung. Carotinoide dienen auch als
Vorstufen fir zwei Pflanzenhormone und eine Reihe von Apocarotinoiden. Sie sind Farbstoffe
und als Antioxidantien und Provitamin A wichtige Bestandteile der menschlichen Ernahrung
(Nisar N, 2015).

Zwei Vertreter der Carotinoide sind das p-Carotin und Lutein (Abbildungen V.-VI.)

Abbildung V. B-Carotin Strukturformel

Xanthophylle sind oxidierte Carotinoide

HO

Abbildung VI. Lutein Strukturformel
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4. Material und Methode

4.1. Herkunft der Proben

Alle Heuproben dieser Arbeit wurden zur Beurteilung an das Institut fur Tiererndhrung und
funktionelle Pflanzenstoffe gesandt. Die genaue Herkunft oder Standorte sind nicht vollstandig
dokumentiert. Bei diesen Proben ist zudem nicht auszuschliel3en, dass es sich auch um Pro-
ben auRerhalb von Osterreich handelt.

Die Heuproben wurden nach den ersten Untersuchungen in Graser Krauter, Leguminosen,
Brockelverluste aufgeteilt und einzeln vermahlen. Fur die Nahrstoffbestimmung (Rohprotein,
Rohasche, Rohfaser etc.) wurde jedoch die gesamte Heuprobe herangezogen. Die Heuproben
sind fur alle Messungen dieser Arbeit von dem Institut fir Tierernahrung und funktionelle Pflan-
zenstoffe gemahlen zur Verfiigung gestellt worden.

Es kamen 24 Heuproben zur Untersuchung, die in die Fraktionen Graser, Krauter und Bro-
ckelverluste aufgeteilt wurden (Tabelle I.). Somit bestanden die 48 vorliegenden Fraktionen
aus 24 Graserproben, 13 Krauter- und 11 Brockelverlust-Proben. Eine der Krauterproben (E-

210539) bestand aus Leguminosen.
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Tabelle I. Ubersicht (iber die untersuchten Heuproben und deren Fraktionen (sortiert nach abnehmenden Gréser-
anteil in %

Heu-Probe % Graser | % Krauter | % Brockelverl. | Anmerkung

E-210541 100 1. Schnitt

E-210542 100 1. Schnitt

E-210560 100 1. Schnitt

E_210561 99 1. Schnitt

E-210545 95 1. Schnitt, Gberstandig
E-210548 94 1. Schnitt, Gberstandig
E-210549 92 2. Schnitt

E-210554 91 1,3 7,7 1. Schnitt, Gberstandig
E-210546 90,5 2. Schnitt

E-210551 90 4 6 1. + 2. Schnitt
E-210557 90 2,4 7,6 1. Schnitt

E-210559 90 4,2 1. Schnitt

E-210558 89 0,5 1. Schnitt

E-210544 88,9 1. + 2. Schnitt
E-210547 88,6 1. Schnitt

E-210552 88 1. Schnitt

E-210555 87,6 0,8 11,6 1. Schnitt

E-210550 87 4,2 8,8 2. Schnitt

E-210543 84,7 6,9 8,4 1. Schnitt

E-210553 84 8,4 7,6 1. Schnitt

E-210556 74,7 7,9 17,4 1. Schnitt

E-210539 74 8,6 17,4 1. Schnitt

E-210540 54,4 23,5 22,1 1. Schnitt, Gberstandig
E-210538 41,9 22,5 35,1 1. Schnitt
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4.2. Methoden zur Analyse der Gesamtphenole und Photosynthesepigmente

4.2.1. Probenextrahierung

4.2.1.1. Aligemeines

Um mit den Heuproben photometrische Tests durchfliihren zu kénnen, missen die fein ge-
mahlenen Proben zu einem Extrakt verarbeitet werden. Jenes Extrakt dient den weiterfihren-
den Durchfihrungen um Ergebnisse zu erzielen und darauffolgend auszuwerten.

Fur Proben-Extraktionen gibt es grundsatzlich unterschiedliche Methoden sowie Anwendungs-
bereiche fur deren Einsatz.

4.2.1.2. Durchfiihrung

Extraktion flir Gesamtflavonoide,-phenole

Fir die Extraktion der Proben wurden 0,3 g der gemahlenen Heuproben in ein Glasgefa
(Fassungsvermodgen 7 ml) eingewogen. Hierbei ist eine Standardabweichung von 5% fur die
Einwaage zu berucksichtigen, wurde aber fur den weiteren Verlauf und deren Ergebnisse ver-
nachlassigt. Fir den Alkohol wurde eine 60%-ige Methanollésung hergestellt mit 99,9%-igem
Alkohol und destilliertem Wasser. Die 0,3 g Heuprobe ist zu 6 ml Alkohol in die Glaser abgefullt
worden. Da Alkohol sehr fliichtig ist, wurde um den Verschluss zusatzlich mit Parafilm abge-
dichtet. Die Glaser sind dann fir 30 min. in ein Ultraschallbad gestellt worden.

Anschlieend sind die Glaser aus dem Bad entnommen, abgetrocknet und stehen gelassen
worden, damit die Heupartikel zu Boden sinken konnten, um bei der spateren Filtration eine
Erleichterung zu haben. Als Filtrationsmethode eignete sich ein Membran-Filter mit dem
Durchmesser von 0,2 um am besten. Die Proben wurden dadurch adaquat von jeglichen Zell-
wandgeristen getrennt und sind flr die weiteren Schritte zur Bestimmung der Gesamtflavono-
ide sowie Gesamtphenole verwendbar gewesen. Farblich befanden sich die Extrakte in einem

hellen bis satten gelb.
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Extraktion flr Chlorophyll

Fir die Extraktion der gemahlenen Heuproben zur Chlorophyllbestimmung wurden 0,2 g in
einen 25 ml Messkolben eingewogen. Hierbei ist ebenfalls eine Standardabweichung von 5%
fur die Einwaage zu berucksichtigen, wurde aber fur den weiteren Verlauf und deren Ergeb-
nisse vernachlassigt. Der Messkolben wurde mit ca. 20 ml Extraktionsmedium angefullt und
fur eine Stunde (ohne Kuhlung) in das Ultraschallbad gestellt. Nach dieser Zeit ist auf das
Abkuhlen des Kolbens abgewartet worden, um dann mit dem Extraktionsmedium auf die 25
ml-Marke aufzufillen. Als Filtrationsmethode eignete sich ein 125 mm- Filterpapier, um das
Extrakt von seinen Partikeln zu trennen und dann in ein geschlossenes Glasgefal zu tberfiih-
ren. Da mit einer Aceton: Wasser-Losung (1:4) als Lésungsmittel gearbeitet wurde,istim Labor
unter dem Abzug so rasch als mdglich gearbeitet worden, da Aceton eine sehr fliichtige Sub-
stanz ist. Die Proben wurden dadurch vollstandig von den festen Bestandteilen gefiltert und
waren fir die weiteren Schritte zur Bestimmung des Chlorophylls verwendbar. Die Extrakte

zeigten eine mittelgrin-, bis dunkelgriine Farbe.

4.2.1.3. Anwendungsmethode und Vorgehensweise

Gesamtflavonoide

Ziel ist die Gesamtflavoniodbestimmung in Pflanzenextrakten.

Grundprinzip:

Gemeinsam mit den Chemikalien Natriumnitrit und Aluminium-IlI-Chlorid ergeben Flavonoide
im alkalischen Bereich einen rosarot gefarbten Komplex. Jene Farbentwicklung ist photomet-
risch anhand des Microplate-Readers quantitativ auswertbar. Um die Resultate auswerten zu
kénnen dient ein als Reinsubstanz verfligbares Flavonoid, wie Catechin, oder Rutin. Anhand
einer Kalibrierungskurve werden die Ergebnisse in Aquivalenten zu diesem Flavonoid ange-

geben.
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Benotigte Chemikalien:

Aqua dest.

Natriumnitrit 69,0 g/Mol
Aluminium-IlI-Chlorid 241,4 g/Mol
Natronlauge 40,0 g/Mol
Flavonoid-Standard (Catechin)

Herstellung der Reagenzien:

0,5 g Natriumnitrit in 20 ml Aua dest. geldst 2,5%

2g Aluminium-IlI-Chlorid in 20 ml Aqua dest. gelost 10%

2g Natronlauge in 50 ml Auga dest. gelost 1™

10 mg Flavonoid (Catechin) in 20 ml Methanol geldst 0,5 mg/ml

Vorgehensweise der Bestimmung:

Die Eichreihe (Konzentrationsreihe des Standard-Flavonoids) sowie die Proben (zu berlck-
sichtigen ist, dass bei jeder Mikrotiterplatten-Lesung die 11. sowie 12. Probe als zwei Stan-
dard-Heuproben mitgelaufen sind) werden auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Jede Eichreihe
sowie jede Probe wird jeweils viermal pipettiert sowie gemessen. Von diesen vier Messungen
wird der Durchschnitt, abzlglich des Nullwertes, verwendet. Das Ergebnis wird fur die Ein-
schatzung des Gesamtflavonoidgehaltes der Proben-Extrakte verwendet. (in Catechin-Aqui-

valenten veranschaulicht)

Eine Platte besteht aus 24 Spalten (a 2 mal 12 Spalten)
Fir die Eichreihe werden 6 bendtigt.
Insgesamt darf das Limit von 250 pl auf der Mikrotiterplatte nicht tGber-, oder unterschritten

werden.
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Pipettierschema fiir die Eichreihe siehe Tabelle II.

(Kalibrierungskurve steht im Verhaltnis von Flavonoid-Stamml&ésung zu Wasser)

Tabelle II. Pipettierschema fiir die Eichreihe: Gesamtflavonoide in ul

Flavonoid (0,5 mg/ml) in pi dest. H20 in pl
1 0 (Nullwert) 140 (Nullwert)
2 5 135
3 10 130
4 15 125
5 20 110
6 25 95

Schritte 1-5 fiir das Pipettieren der Eichreihe:

140-(0 bis 25) pl Aqua dest.

0 bis 25 yl Flavonoid-Stammlésung

15 pl der 2,5% Natriumnitrit-Losung hinzufiigen
15 pl der 10 % Aluminium-IlI-Lésung hinzufiigen
nach 5 min 50 pyl 1M NaOH hinzufiigen

o b=

Pipettierschema fiir Proben:

1. 20 pl ethanolisches Extrakt

120 pl Aqua dest.

15 pl der 2,5% Natriumnitrit-Lésung hinzufiigen

15 pl der 10% Aluminium-l11-Chlorid-Lésung hinzufiigen
nach 5 Minuten 50 pl 1M NaOH hinzuflgen

a > 0NN

Fur die Nullwertmessung wurde statt der 20 pl Extrakt 20 yl Losungsmittel verwendet.
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Die Inkubationszeit betragt 5 Minuten, wobei die Mikrotiterplatte mit Parafilm abgedeckt wird,
da mit flichtigen Substanzen gearbeitet wird und so eine Verdunstung dieser Stoffe reduziert

werden kann. Nach den 5 Minuten wird bei 490 nm Filter photometrisch gemessen.

Gesamtphenole

Ziel ist die Bestimmung der Gesamtphenolbestimmung in Pflanzenextrakten.

Grundprinzip:

Die gesamten phenolische Inhaltsstoffe kbnnen mit Hilfe des Folin-Ciocalteau-Reagenz (FCR)
gemessen werden. Gemeinsam mit dem FCR reagieren die phenolischen Inhaltsstoffe des
Pflanzenextraktes in einem basischen Milieu. Es folgt die Ausbildung einer blauen Farbe, wel-
che man photometrisch messen kann. Anhand einer Kalibrierungskurve werden die Ergeb-

nisse in Catechin-Aquivalenten zu diesem Flavonoid geschatzt.

Benotigte Chemikalien:

Folin-Ciocalteu Reagenz

Aqua dest.

Catechin, Gallussaure (Standard)

Natriumcarbonat

Herstellung der Reagenzien:

10 mg Catechin/Gallussaure in 250 ml Aqua dest. gelost 0,5 pg/ul

35g Natriumcarbonat in 200 ml Aqua dest. gelost 0,35 mg/ml

Vorgehensweise der Bestimmung:

Die Eichreihe (Konzentrationsreihe des Catechins/der Gallussaure) sowie die Proben (zu be-
rucksichtigen ist, dass bei jeder Mikrotiterplatten-Lesung die 11. sowie 12. Probe als zwei
Standard-Heuproben mitgelaufen sind) werden auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Jede Eich-
reihe sowie jede Probe wird jeweils viermal pipettiert sowie gemessen. Von diesen vier Mes-
sungen wird der Durchschnitt, abzlglich des Nullwertes, verwendet. Das Ergebnis wird fir die
Berechnung des Gesamtphenolgehaltes der Proben-Extrakte verwendet. (in Catechin-Aquiva-

lenten sowie Gallusséure-Aquivalenten veranschaulicht)
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Eine Platte besteht aus 24 Spalten (& 2 mal 12 Spalten).
Far die Eichreihe werden 6 bendtigt.
Insgesamt darf das Limit von 250 pl auf der Mikrotiterplatte nicht tGber-, oder unterschritten

werden.

Pipettierschema fiir die Eichreihe siehe Tabelle Ill.

(Kalibrierungskurve steht im Verhaltnis von Flavonoid-Stammldsung zu Wasser)

Tabelle Ill. Pipettierschema fiir die Eichreihe: Gesamtphenol in ul

Catechin / Gallussaure Aqua dest. in pi Mg / Ansatz
(0,5 mg/ml) in pl

0 (Nullwert) 110 (Nullwert) 0

2 108 1,0
4 106 2,0
6 104 3,0
8 102 4,0
12 98 6,0

Schritte 1-5 fir das Pipettieren der Eichreihe:

5 ul Folin-Ciocalteu-Reagenz (FCR) hinzufiigen
3 Minuten schutteln
10 pl der Natriumcarbonat-Lésung hinzufiigen

15 pl der 10 % Aluminium-lll-Lésung hinzufigen

a k~ wbd =

125 pl Aqua dest. hinzufigen
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Pipettierschema fir Proben

100 pl Aqua dest.
10 ul Extrakt (Probe)
5 ul der Folin-Ciocalteu-Reagenz hinzufiigen

10 pl der Natriumcarbonat-Lésung hinzufugen

a k wbh =

125 pl Aqua dest. hinzufigen

Fir die Nullwertmessung wurde statt der 10 pyl Extrakt 10 pl Ldsungsmittel verwendet.

Die Inkubationszeit betragt 60 Minuten, wobei die Mikrotiterplatte mit Parafilm abgedeckt wird,
da mit flichtigen Substanzen gearbeitet wird und so eine Verdunstung dieser Stoffe reduziert

werden kann. Die Mikrotiterplatte wird fir die Inkubationszeit im Dunkeln stehen gelassen.

Nach dieser Zeit wird bei 750 nm photometrisch gemessen.

Chlorophylle und Carotinoide

Ziel ist die photometrische Bestimmung von Chlorophyll a, Chlorophyll b und Gesamtcarotino-

iden in Pflanzenextrakten.

Grundprinzip:
Gemeinsam mit einem lipophilen Lésungsmittel werden die Pigmente extrahiert. In einem Ab-
sorptionsspektrum von 400-750 nm werden diese photometrisch aufgenommen. Anhand der

ausgewahlten Wellenlangen werden die Chlorophyll-, und Carotinoidgehalte berechnet.

Benotigte Chemikalien:

Aceton

Aqua dest.
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Herstellung des Extraktionsmediums:

Fir das Extraktionsmedium wird in den Versuchen Aceton und Aqua dest. verwendet. Grund-
satzlich gibt es mehrere Mdglichkeiten fir das Anmischen des Extraktionsmediums- fiir diese
Studie wird Aceton: Wasser gewahlt.

Aceton: Wasser = 4:1

Vorgehensweise der Bestimmung:

Nach der Extraktion der Proben werden die Extrakte photometrisch gemessen. Da es sich um
ein Aceton-haltiges Extraktionsmedium handelt werden glaserne und keine Plastikkuvetten far
die Ausmessung verwendet. Hierzu wird das Extrakt zu % in eine glaserne Messkulvette pipet-
tiert. Die Referenzkivette wird mit Extraktionsmedium zu % befullt und dient auch als Nullwert.

Das Absorptionsspektrum wird von 400-750 nm aufgezeichnet.

Chlorophyll a, Chlorophyll b und Gesamtcarotinoide in den Extrakten wird dann nach Lichten-

thaler und Buschmann (2001) mit den Formeln:

(ug/ml) Chla =12,25 * Ages — 2,79 *Aea7
(ug/ml) Chi b =21,50 *Assz — 5,10 * Asss
(ug/ml) Carot = (1000 *A470 — 1,82 * Chl a — 85,02 * Chl b) / 198

Berechnet, wobei A470, Ass7 und Ages flr die Extinktionen der Extrakte bei den Wellenlangen
470, 647 und 663 nm stehen. Anschlielend werden die Gehalte noch auf die Einwaage (mg/g

Trockensubstanz Heufraktion) bezogen.

Beispiel eines Absorptionsspektrum (400-750 nm) eines Extraktes (E21_0553). Die Extinkti-
onswerte bei 470, 647 und 663 nm wurden zur Berechnung der Photosynthesepigmente her-

angezogen. (Abbildung VII.)
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Abbildung VII. Extinktionswerte eines Extraktes

Statistik:
Fir die nachfolgenden Ergebnisse wurden die erzeugten Boxplot-Diagramme und Korrelatio-

nen nach Pearson mit dem Programm SPSS Version 26 berechnet.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Ergebnisse

1. Zusammensetzung der Heuproben

Insgesamt bestanden 20 Heuproben zu mehr als 80% aus Grasern. Bei 11 Heuproben konn-
ten alle drei Fraktionen, Graser, Krauter und Brockelverluste, untersucht werden. Die Zusam-
mensetzung dieser Proben ist in untenstehender Abbildung VIIl. angegeben (hellgrin: Graser,

dunkelgrin: Krauter, braun: Brockelverluste).
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o

Abbildung VIII. Zusammensetzung Heuproben in %
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2. Gesamtphenole, Gesamtflavonoide und Photosynthesepigmente in den Heufraktionen

Der Brockelverlust zeigt den hdochsten Chlorophyligehalt, wahrend Graser und Krauter signifi-
kant weniger zeigen (Abbildung IX.).

(Krauter: n =13 (12 Krauter + 1 Leguminosen), Graser: n = 24, Brockelverluste: n = 11)

4

46

Chlorophyll A+ B mg/g

0
Bdckelverluste Graser Kréuter

Abbildung IX. Boxplot Heuproben: Chlorophyll a und b Messungen in mg/g

Die Brockelverluste zeigen bei den Carotinoiden die hochsten Median-Werte, aber auch die
hochsten Streubreiten und sind damit deutlich hoher als bei den Grasern und Krautern. Das
ist auf den Verlust von wichtigen Bestandteilen der Pflanze, welche eine hohe Photosynthese-

aktivitat haben, zurtickzufiihren (Abbildung X.).
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Abbildung X. Boxplot Heuproben: Carotinoide Messungen in mg/g
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Den grofiten Gesamtphenolwert haben die Krauter und danach die Brockelverluste, welches
auf das Blatterreichtum zurtckzufihren ist und dadurch zu erhéhten Phenolwerten fuhrt (Ab-
bildung XI.).

12

10

Gesamtphenole mg/g

0

Brockelverluste Graser Krauter

Abbildung Xl. Boxplot Heuproben: Gesamtphenole in mg Catechindquivalente/g

Ahnlich wie bei den Gesamtphenolen haben Krauter die héchsten Werte an Gesamtflavonoi-
den. Da Flavonoide eine Untergruppe der Phenole sind, und Krauter den hdchsten Blattanteil
haben, im Vergleich zu Brockelverluste und Graser, liegt bei ihnen der hdochste Anteil sowie
Wert der Gesamtflavonoide (Abbildung XII.).
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Abbildung XII. Boxplot Heuproben: Gesamtflavonoide in mg Catechindquivalente/g
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Die Abbildungen XIlII. — XVI. zeigen Gesamtphenole, Gesamtflavonoide und Photosynthese-
pigmente in den Fraktionen der einzelnen Proben (hellgrin: Graser, dunkelgrin: Krauter,
braun: Brockelverluste):

Meistens sind hohere Gesamtphenol- und Gesamtflavonoid-Gehalte in den Krautern und Bro-

ckelverlusten als in den Grasern.
. Graser
Gesamtphenole in mg/g Krauter
12 Brockelverlust i

E-210538 E-210540 E-210539 E-210556 E-210553 E-210543 E210550 E-210555 E-210557 E-210551 E-210554

10

(00}

(o)}

N

N

o

Abbildung XlIl. Gesamtphenole (mg/g Catechindquivalente) in den Fraktionen von 11 Heuproben
(sortiert nach aufsteigendem Gréseranteil)
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Abbildung XIV. Gesamitflavonoide (mg/g Catechindquivalente) in den Fraktionen von 11 Heuproben
(sortiert nach aufsteigendem Gréseranteil)
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Innerhalb einer Heuprobe weisen Krauter und Graser oft vergleichbare Chlorophyll- und Ca-
rotinoid-Gehalte auf, wahrend Brockelverluste bei diesen Parametern oft hdhere Werte errei-
chen. Das wird dadurch bedingt, dass Brockelverluste vorwiegend aus Blattfragmenten be-

stehen, wahrend in den Graser- und Krauterfraktionen zumeist ein hoher, chlorophyllarmerer

Anteil an Stéangeln vorkommt.
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Chlorophyll a + Chlorophyll b in mg/g Krauter [
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E-210538 E-210540 E-210539 E-210556 E-210553 E-210543 E210550 E-210555 E-210557 E-210551 E-210554

Abbildung XV. Chlorophyllgehalt (mg/g) in den Fraktionen von 11 Heuproben
(sortiert nach aufsteigendem Gréseranteil)
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Abbildung XVI. Gesamtcarotinoid (mg/g) in den Fraktionen von 11 Heuproben
(sortiert nach aufsteigendem Gréseranteil)
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3. Zusammenhang zwischen den Inhaltsstoffen in kompletten Heuproben.

Far die 24 Heuproben wurden am Institut fur Tiererndhrung und Funktionelle Pflanzenstoffe in
der Arbeitsgruppe Tierernahrung auch die grobsinnlichen Qualitdtsmerkmale (Farbe, Gefiige,
Qualitatspunkte) sowie die Inhaltsstoffklassen (Rohasche, Rohprotein, Rohfasern) erhoben.
Bei 11 Heuproben wurden die Fraktionen Graser, Krauter, Brockelverluste einzeln auf Ge-
samtflavonoide, Gesamtphenole und Photosynthesepigmente untersucht. Deshalb mussten
fur letztere, entsprechend der Zusammensetzung der Heuproben, die Werte auf die gesamte
Heuprobe umgerechnet werden.

SchlieBlich wurden 4 weitere Heuproben dazugenommen, die aus 99-100% Grasern bestan-
den, so dass fur die weiteren Korrelationsrechnungen Daten von 15 kompletten Heuproben

vorlagen (Tabelle 1V.).

Tabelle 1V. Korrelationen nach Pearson zwischen Qualitdtsmerkmalen und Inhaltsstoffen in gesamten Heuproben
(n=15)

Flavonoide Carotin ChiA+B | Graseranteil | QualPkt Gefiige Farbe Rohasche | Rohprotein | NDFOM10 | ADFOMm10

Phenole 717 0,089 0,013 521 0,052 0,077 0,121 0,124 0,010 565 0,230
Flavonoide 0,373 0,232 -0,352 -0,083 0,227 0,075 0,202 0,195 569" 0,314
Carotin 963" -0,120 0,342 549 0,005 699" 885" -788" -866"
ChlA+B -0,072 0,457 610 0,004 763" 927" -749" -851"
Graseranteil 0,272 0,243 0,007 0,071 0,166 0,471 0,251
QualPkt 6347 0,328 0478 0,508 0,312 0,379
Gefiige 0,099 584" 683" -0,432 -597"
Farbe -0,289 0,184 -0,006 -0,001
Rohasche 802" -616 -669"
Rohprotein _7217 -858"
NDFOM/10 883"

Signifikante Korrelationen sind farblich hervorgehoben (* p < 0,05, ** p< 0,01)

Da Flavonoide eine Untergruppe der Gesamtphenole sind, muss eine hohe Korrelation zwi-
schen diesen beiden Inhaltsstoffen bestehen, welche auch hier als positive Korrelation abzu-
lesen ist. Weiters herrscht ein starker Zusammenhang zwischen Chlorophyll a und b sowie
dem Carotin. Da Carotinoide sowie Chlorophylle Teil der nattrlichen Farbstoffe der Pflanzen
sind, ist hier ein starker Zusammenhang erwinscht. Bei dem Zusammenhang zwischen Chlo-
rophyll a und b mit Rohprotein kann man darauf schlie®en, dass Pflanzenanteile mit viel Pro-
tein, wie Blatter, auch der Ort fir eine erhdhte Photosyntheseaktivitat, und damit vermehrter

Erzeugung von Chlorophyll, ist.
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4. Vergleich von 15 Heuproben in einem Dendrogramm

Zur Berechnung der Ahnlichkeiten und der Darstellung im Dendrogramm werden mehrere
Merkmale ausgewertet. Die 15 untersuchten Heuproben wurden dabei grob in drei Gruppen
aufgeteilt (Abbildung XVII).

Dendrogram using Ward Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
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1 1 1 1 1
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Abbildung XVII. Dendrogramm: Merkmalszusammenhang von 11 Grédserproben anhand von
&hnlichen Merkmalen



Ein Vergleich der Mittelwerte fir die einzelnen Parameter in den drei Gruppen des Dendro-

grammes ist in Tabelle V. angegeben
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Tabelle V. Vergleich der im Dendrogramm ausgewiesenen Gruppen

oben mitte unten
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

N 5 6 4
Graseranteil % 97.80 80.28 71.90
Phenole (mg/g) 414 4.93 6.41
Flavonoide (mg/qg) 1.68 2.02 3.12
Carotinoide (mg/g) 0.05 0.07 0.16
Chlorophyll a + b (mg/g) 0.70 0.96 2.01
Qualitatspunkte 94.00 96.67 112.50
Geflge 3.60 417 4.50
Farbe 2.80 1.50 2.25
Rohasche (%) 6.82 8.12 9.45
Rohprotein (%) 6.87 10.26 12.66
NDFOM (%) 73.66 65.20 51.25
ADFOM (%) 44.46 39.07 34.26

Gruppe 1 (oben) umfasst die Heuproben, die fast ausschliellich aus Grasern bestehen, wah-
rend Gruppe 3 den geringsten Graseranteil aufweist. Dementsprechend findet man in Gruppe
1 Proben mit niedrigeren Gesamtphenolen, Gesamtflavonoiden, Chlorophyll, Carotinoiden,
Rohasche und Proteingehalten aber mit héheren Rohfaser-Werten. Bei den Krauterreichen /
Graserarmen Heuproben der Gruppe 3 verhalt es sich umgekehrt. Die Proben der Gruppe 2

liegen dazwischen.
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Diskussion

Gesamtauswertung aller 48 Heufraktionen qualitativer und quantitativer Werte

Aufgrund der Endergebnisse kann gesagt werden, dass die farbliche Kategorisierung der
Sinnenprifung nicht mit dem Chlorophyll a oder Chlorophyll b zusammenhangt. Das Merkmal
Farbe korrelierte mit keiner der anderen erhobenen Parameter (Tabelle 1V). Beide ChlorophylI-
fraktionen korrelieren positiv miteinander als auch mit den Carotinoiden und dem Geflige. Hier
besteht die Annahme, dass blatterreiches Heu einen hohen Chlorophyllanteil besitzt und so
auch die Qualitatspunkte beeinflusst. Nach dem OAG-Schliissel (Abbildung I.) wird einem Heu
mit guter, typischer Farbe 4 oder 5 Punkte zugeordnet, wahrend bereits verfarbte oder ausge-
blichene Proben 3 oder weniger Punkte bekommen. Unter den 24 Heuproben waren nur 2
(E21_0539 und E21_0559), die jeweils mit 4 Farb-Punkten bewertet worden sind. Der Chloro-
phyligehalt in der Hauptfraktion der Graser lag mit 0,85 und 1,53 mg/g mal unter dem Durch-
schnitt und mal Gber dem Durchschnitt von 1,24 mg/g. Es kénnen daher in farblich schlechter
bewerteten Proben durchaus noch hohe Chlorophyll-Werte gemessen werden.

Auf Basis der Werte kann angenommen werden, dass ein hoher Anteil an Rohfasern in Heu
zu einem niedrigen Anteil an Chlorophyll flihrt, da es Blattarm und Stangelreich ist.

Die Korrelation von Chlorophyll a mit Rohprotein kommt dadurch zustande, dass ein blatter-
reiches Heu auch chlorophylireich ist und somit viel Protein enthalt, wodurch es zu einem nied-
rigen Zellwandmaterialanteil kommt. Die Gesamtphenole sowie Gesamtflavonoide korrelieren,
wie erwartet, positiv miteinander. Der Zusammenhang von den Phenolen mit aNDFOM kann

dadurch erklart werden, dass Zellulose ausgeldst wurde.

Krauter

Aufgrund der vergréRerten Blattmasse haben Krauter die meisten Phenole und Flavonoide.

Man sieht einen sehr guten Zusammenhang zwischen Rohprotein und Chlorophyll a und b,
welche vermutlich auf der Blattmasse beruhen. Die Blatter sind reich an Proteinen, welche mit
der Photosynthese zu tun haben. Die gesamten Synthesen der Zucker finden in Blattern ver-
mehrt statt, und da Krauter den gréRten Blattanteil haben, besitzen sie den héchsten Protein-

gehalt aller Proben.



32

Graser

Der Graseranteil der Heuproben variierte von 47-100%. Grasarme Proben haben héchstwahr-
scheinlich einen héheren Proteingehalt durch eine eventuell friihere Ernte, wo ein hdherer
Krauteranteil ist und es durch den Krauterreichtum zu einer Graserverdrangung kommt, da
Krauter blattreicher sind. Die erhobenen Proteinwerte stehen immer fiir die gesamte Probe -
ergo muss es zu einer Graserverdrangung kommen. Dies fihrt zum Schluss, dass Graser-

reichtum mehr Rohfasergehalt bedeutet.

Zusammenhang der Mittelwerte aller 48 Heufraktionen

Der direkte Vergleich der Heufraktionen ,Graser, ,Krauter® (respektive einer Probe Legumi-
nosen) und ,Brdckelverlust® kann zwischen den photometrischen Daten und der Sinnenpru-
fung nicht direkt verglichen werden. Da bei der Sinnenprifung des Heus der Gesamteindruck
bewertet wird, und nicht die Unterfraktionen einzeln, geben die Werte nur eine Aussage Uber
den Gesamtstatus des Heus, aber nicht explizite Aussagen Uber die Graser-, Krauter-, und

Brockelverlustproben.

Grasergruppierung und Zusammenhange anhand von Heufraktionen

In den untersuchten Proben ergaben sich elf Heuproben, von denen die Fraktionen Graser,
Krauter sowie Brockelverlust vorhanden waren. Der Vergleich der Fraktionen innerhalb die-
ser Dreiergruppen (Abbildung XlII — XVI) zeigt, dass sehr viele Nahrstoffe verloren gehen

und sich im Brdckelverlust ansammeln. Dadurch entsteht ein grof3er Nahrstoffverlust im Heu,
da der Brockelverlust als nicht verwertbarer Teil des zu futternden Heus Ubrigbleibt.

Die Uberlegung beziiglich dieser Auswertung liegt auch darin, inwiefern das Heu verarbeitet
und geerntet wird. Es stellt sich die Frage, inwieweit die Trocknung und Lagerung bertcksich-
tigt werden, und demnach ein erhdhtes oder erniedrigtes Abbrockeln entsteht.

Bei einer Dreiergruppe (E_210553) waren die Chlorophyll-Werte sehr hoch. Hier liegt die Ver-
mutung nahe, dass dieses Heu eventuell besser getrocknet wurde und daher der hohe Wert
in Chlor a in allen drei Fraktionen zu erklaren ist.

Bei den jeweiligen Heuproben ist die Zusammensetzung innerhalb der Graser oder Krauter
ebenfalls zu beachten. So wurde auch versucht, moglichst viele Pflanzen in den Heuproben

zu identifizieren (Tabelle im Anhang), aber die Proben enthielten immer viele Stangel- und
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Blattanteile, die nicht zugeordnet werden konnten. Eine Aufschlisselung des Anteils einzelner

Pflanzenarten in den Heuproben ist daher nicht moéglich.

Mit den dargelegten Werten steht die Fragestellung im Raum, inwieweit man die Sinnenprobe
als Basiswerte heranziehen kann, da diese auf subjektivem Beurteilen ruhen und auch perso-
nenabhangig sind. Selbst wenn sehr erfahrene Prifer die Untersuchungen durchfihren, exis-
tiert trotz alledem eine gewisse Ungenauigkeit, welche im Labor bei quantitativen Auswertun-
gen nicht bericksichtigt werden kann.

Auch das Korrelieren von Werten mit ordinaler und metrischer Skala bringt die Frage mit sich,
ob der tatsachliche Vergleich korrekt gegeben ist. Wahrend die Laboruntersuchungen mit aus-
gewahlten Stoffen als Referenzen geeicht werden, gibt es in der Sinnenprufung nur ein Ein-
stufungssystem von z.B gut bis schlecht, wobei die Ubergange zwischen den Stufen flieRend

verlaufen.

Als Moglichkeit, die photometrischen Werte noch genauer fraktioniert zu untersuchen, ware
eine Untersuchung mit HPLC als beste Methode geeignet. Insbesondere bei den Messungen
von Chlorophyll a, Chlorophyll b und den Carotinoiden ware es interessant herauszufinden,

wie genau die Konzentrationsverteilungen der jeweiligen Werte liegen.

Die grofite Schwierigkeit besteht jedoch darin, dass die Sinnenprifung nicht in einzelnen Frak-
tionen untersucht (Untersuchung Krauter, Graser, Leguminosen etc.), sondern gemeinsam
bewertet wird. Somit werden dann alle quantitativ ausgewerteten Ergebnisse in gewisser
Weise auf alle Einzelfraktionen des Heus lberschlagsmaRig verallgemeinert und sind damit
eventuell nicht sehr aussagekraftig.

Fir zuklnftige Versuche ware es von Vorteil, sowohl das gesamte Heu als auch alle Einzel-
bestandteile zu bewerten, um dann einen direkten Vergleich zwischen Gesamtheu und Graser,

Krauter, Leguminosen etc. zu haben.
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6. Zusammenfassung

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Proben wurden im Rahmen einer Heuprobensammlung
der Arbeitsgruppe Tierernahrung, des Instituts fur Tiererndhrung und funktionelle Pflanzen-
stoffe der Veterinarmedizinischen Universitat Wien, hinsichtlich einer Datenerfassung ver-
schiedenster Heuproben zur Verfigung gestellt.

Nach dem photometrischen Auswerten der Werte Gesamtflavonoide, Gesamtphenole und
Chlorophyll a und b, wurden diese unter Querverweis mit den Daten der zur Verfugung ge-

stellten Sinnenprifung beurteilt und ausgewertet.

Die Hypothese, dass die Farbe mit dem Chlorophyll a und b zusammenhangt, konnte nicht
bestatigt werden. Es gab weder eine positive noch negative Korrelation zwischen diesen Wer-
ten.

Dass bei den Werten der Gesamtphenole und Gesamtflavonoide eine enge positive Korrela-
tion zu sehen ist, bestatigt das richtige Arbeiten wahrend der photometrischen Messungen, da

die Gesamtphenole eine Ubergruppe der Flavonoide sind.

Bei weiterer Einzelbetrachtung der Proben konnte festgestellt werden, dass Krauter die phe-
nolreichste Fraktion darstellen, vermutlich dadurch bedingt, dass Krauter im Vergleich zu Gra-
sern einen hoheren Blattanteil und geringeren Stangelanteil aufweisen. Auch konnte anhand
der Anteile bei den einzelnen Proben festgestellt werden, dass bei hohen Proteingehalten ein
hoher Krauteranteil im Heu vorhanden ist, und es dadurch indirekt zur Grasarmut kommt. Di-
rekt proportional dazu kann man ablesen, dass grasreiche Proben einen hohen Rohfasergeh-

alt haben, da weniger Blatter und mehr Stangel vorhanden sind.

Unter allen 24 Heuproben kristallisierten waren 11, wo alle 3 Fraktionen (Graser, Krauter und
Brockelverlust), ausgewertet werden konnten. Die Hypothese wurde aufgestellt, dass sich
viele Nahrstoffe in dem Brdckelverlust befinden missten, und anhand von dem Chlorophyll a

konnte dies auch bestatigt werden.

In einem Dendrogramm konnten 15 Heuproben grob nach dem Graseranteil in drei Gruppen

eingeteilt werden, die sich auch in ihren Inhaltsstoffgruppen unterscheiden.
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7. Abstract

The samples, on which this work is based on, were provided within the framework of a hay
sample collection of the working group Animal Nutrition of the Institute of Animal Nutrition and
Functional Plant Materials of the University of Veterinary Medicine Vienna with regard to a data
collection of various hay samples.

After photometric evaluation of the values of total flavonoids, total phenols and chlorophyll a
and b, these were assessed and evaluated by cross-referencing with the data from the sensory

test provided.

The hypothesis that color was related to chlorophyll a and b could not be confirmed. There
was neither a positive nor negative correlation between these values.

The fact that a close positive correlation is seen in the values of total phenols and total flavo-
noids confirms the correct work during the photometric measurements, since total phenols are

a supergroup of flavonoids.

Further individual analysis of the samples showed that herbs represent the fraction richest in
phenols, presumably due to the fact that herbs have a higher leaf content and lower stem
content compared to grasses. It could also be determined from the proportions of the individual
samples that a high proportion of herbs is present in the hay when the protein content is high,
and that this indirectly leads to grass poverty. Directly proportional to this, it can be seen that
grass-rich samples have a high crude fiber content, since fewer leaves and more stems are

present.

Among all 24 hay samples, 11 pairs where all 3 fractions were found (grasses, forbs and crumb
loss), could be evaluated. It was hypothesized that many nutrients must be present in the

friable loss, and based on the chlorophyll a, this could be confirmed.

In a dendrogram, 15 hay samples could be roughly divided into three groups according to the

proportion of grasses, which also differed in their constituent groups.
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10. Anhang

In den Heuproben vorgefundene Pflanzen

Tabelle
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Tabellarische Darstellung der Messwerte aller Heuproben
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