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I neerveerende Meddelelse beskrives in vitro eksperimenter (inkubationsforseg), der
havde til formal at klarleegge, hvorledes nitrat og nitrit omseettes af mikrofloraen i mave-
tarmkanalen hos unge grise.

Kort- og langtidsinkubationsforseg med ®N-maerket nitrat og nitrit viste klart, at der
ikke skete nogen mikrobiel denitrifikation (reduktion af nitrat (NO; ) til frit kvaelstof (N,))
pa noget sted i mavetarmkanalen hos grisene. Derimod viste naervaerende forsgg, at der
sker en nitratreduktion, hvorved nitrat og nitrit reduceres til ammoniak.

Forsggene viste, at den tildelte nitrat kunne reduceres til ammoniak af mikrofloraen i
grisenes mave, og at denne reduktion skete uden nogen naevneveerdig ophobning af ni-
trit undervejs i processen. Kun ved reduktion af nitrat til ammoniak i tarmindhold fra den
sidste trediedel af tyndtarmen skete der en betydelig intermedizer ophobning af nitrit.

Neervaerende og tidligere undersggelser tyder saledes steerkt pé, at grise med en sund
og stabil mave-tarmflora kan tale endog store maengder nitrat i drikkevandet.
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Som det fremgér af figur 1 kan visse bakte-
rier danne nitrat ud fra ammonium, medens
andre kan danne ammonium ud fra nitrat.

Er der saledes iltmangel i et substrat (milje)
kan visse bakterietyper skaffe sig energi ved at
anvende nitrat {(NC; ™} og nitritioner (NO, ) il at
oxidere bla. kulhydrater. Herved reduceres ni-
trat til nitrit og nitrit 6 enten ammonium (NH, ™)
eller frit kvaelstof (N,}. Processen, hvorved der
dannes frit kvaelstof, via nitrogenoxid (NQ) og
lattergas (N,0) kaldes denitrifikation, medens
processen, hvor der dannes NH,™ kaldes dissi-
milatorisk nitratreduktion. Begge processer
sker kun under anaerobe forhold,

Andre typer af bakterier er i stand til at be-
nytte ammonium som energikilde i en proces,
hvor ammonium oxideres til nitrit, der igen af
andre typer af bakterier kan videre oxideres til
nitrat. For at disse processer kan finde sted, har
bakterierne brug for ilt. Processerne sker sale-
des kun under aerobe forhold.

Endelig kan nitrat ogsa anvendes af mange
bakterier til dannelse af aminosyrer og prote-
in. Dette skervia en proces, der kaldes assimila-
torisk nitratreduktion, i hvilken nitrat reduce-
res via nitrit til ammonium, der sa indbygges
som organisk bundet nitrogen i bakteriernes
proteiner. Denne proces kan foregé savel un-
der anaerobe som under aerobe forhold, men
i modseetning til den dissimilatoriske nitratre-
duktion haemmes processen af ammonium.

Forholdene i mave-tarmsystemet hos grise,
hvor der normalt hersker anaerobe forhold
samtidigt med, at der findes haje koncentrati-
oner af ammonium, er sdledes optimale for
denitrificerende bakterier og for dissimilato-
risk nitratreducerende bakterier. Derimod sy-
nes der ikke at vaere mulighed for mikrobiel
stimuleret nitrifikation {intet ilt) eller assimila-
torisk nitratreduktion (for hej ammoniumkon-
centration).

Materiale og metoder

Til undersggelserne er anvendt tarmmateri-
ale fra 8 grise fordelt pa 2 hold, der fik drikke-
vand indeholdende hhv. 0 eller 2000 ppm ni-
trat.

Efter aflivningen (2 timer efter morgenfod-
ringen) blev der fra hver gris pa de to hold ud-
taget tarmpraver som beskrevet | Meddelelse

764. Af det udtagne tarmmateriale blev der
fremstillet en anaerob opslemning. 3 x 50 ml
fra hver opslemning blev inkuberet anaerobt
ved 37°C i 100 mit infusionsflasker.

En flaske i hver serie blev brugt som kontrol,
en blev tilsat 2mM NGO, og en 2mM NO;™. Den
resterende del af hver opslemning blev an-
vendt til massespekirometrisk bestemmelse af
denitrifikationskapaciteten.

Princippet bag den anvendte massespekiro-
metriske (MS} teknik er kort, at man ved atan-
vende en membrandakket sonde, der ar for-
bundet direkte til et massespektrometer, er i
stand tif — kontinuerligt — at male koncentrati-
onen af gasser ien vaeske (opslemning af tarm-
indhoid}, idet de oplaste gasser diffunderer
over membranen og ind i massespektrome-
tret, hvor de ioniseres og adskilles, afhaengig
af deres masse til ladningsforhold (™/z).

For at kunne skelne N, og N,O produceret
ved denitrificering, fra atmosfaerens N, (™/z =
28) og CO, (M/z = 44) blev der anvendt PN -
NO;~ og PN-NO,-, idet der ved denitrifikation
af disse vil dannes ®N, ("/z = 30) og ®N,O (™/z
= 46).

Resultater

Den anvendte MS-teknik blev testet med en
kultur af den denitrificerende bakterie Para-
coccus denitrificans. Et typisk forlgb af en sa-
dan test er vist i figur 2. Som det ses, sker der
straks efter, at bakteriesuspensionen tilseettes
BNO,~ en dannelse af ®N,0, og i lebet af min-
dre end et minut er alt det tilsatte "NO,” om-
sat til ®N,O, der derefter blev videre reduceret
til ®N,. Efter ca. 20 min. var alt det tilsatte "NO,~
reduceret til frit °N,.

Tilsvarende forseg blev udfert med de for-
skellige opslemninger af tarmindhold, men i
intet tilfeelde kunne der males nogen produk-
tion af hverken BN, eller ®N,. Langtidsinkuba-
tionen (24 timer) viste heller ingen produktion
af ®N,O elier BN,.

Den mikrobielle reduktion af nitrat og nitrit
blev bestemt ved lebende at folge sendringer
i koncentrationen af NO; -, NO,” og NH,™ i for-
seg, hvor 50 ml fra hver suspension blev inku-
beret hhv. uden nogen tilseetning, tilsat ZmM
NO, ™ og tilsat 2mM NO; ™. Typiske forlab fra s3-
danne inkubationsforsag er vist i figur 3.
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Fig. 2. Reduktion af ®NO, i en ren kultur af den de-
nitrificerende bakterie Paracoccus denitrificans.
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Fig. 3. £ndringen i koncentrationen af nitrat. nitrit
og ammonium i en 25% opslemning af maveindhold
{A—C) og tarmindhold fra den sidste trediedel af
tyndtarmen (D-F) fra en gris fra kontrolholdet, inku-
beret anaerobt ved 37°. hhv. uden nogen tilsetning,
tilsat ZmM NO,~ og tilsat 2mM NO;™.

Som det fremgar af figur 3, forblev NH,*
koncentrationen konstant, nar en 25% op-
slemning af maveindhold blev inkuberet uden
nogen tilseetning {figur 3A). Tilseetning af
2mM NO,™ til en sadan opslemning (figur 3B)
medforte derimod en stigning i produktionen
af NH,", en stigning, der svarede naje til re-
duktionen af NQ,~. Ogsa tilsaetning af 2mM
NO;™ {figur 3C) medferte en oget NH, -pro-
duktion. Ogsd her var der god overensstem-
melse mellem maengden af reduceret NO; og
maengden af produceret NH,™. Figur 3C viser
endvidere, at der kun skete en ganske svag in-
termediaer ophobning af NO,~, nar NO; ™ redu-
cerestil NH, " 1 en opslemning af maveindhold.

Figur 3D-E viser lignende forseg, blot blev
der her anvendt en 25% opslemning af tarm-
indhold fra den sidste trediedel af tyndtar-
men. Som det fremgar af figuren, sker der en
kraftig produktion af ammoniak selv ved inku-
bering uden tilseetning af hverken NO, eller
NO; (Figur 3D). Ammoniakproduktionen var
dog hgjere (ca. TmM), ndr der blev tilsat NO;~
og NO5~. Endvidere ses det af Figur 3F at ved
reduktion af NO;™ i en opslemning af tarmind-
hold fra den sidste trediedel af tyndtarmen,
sker der en kraftig intermediaer ophobning af
NO,"~.

Ud fra haeldningen af kurverne for nitrit- og
nitratkoncentrationerne i figur 3, biev nitrit-
og nitrat-reduktionskapaciteten bestemt for
de respektive opslemninger. Dette blev gjort
for samtlige opslemninger fra alle 8 grise. Mid-
delveerdierne for nitrat-reduktionskapacite-
ten, ervist i figur 4.
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Fig. 4. Nitrat-reduktionskapaciteten i forskellige af-
snit af mave-tarmsystemet hos hhv. kontrolholdet
{~o-} og nitratholdet {(-J-).




Som det fremgar af figur 4 var der ikke no-
gen stor forskel pd reduktionskapaciteten for
nitrat mellem kontrotholdet og nitratholdet.
Dog var den i farste halvdel af maven ca. 3
gange sa hej hos nitratholdet som hos kontrol-
holdet, ligesom tyktarmsindhold fra nitrathol-
det ogsa havde en hajere nitrat-reduktionska-
pacitet end indholdet fra kontrotholdet, Heller

ikke for nitrit-reduktionskapaciteten var der
den store forskel mellem de to hold. Den hgje-
ste aktivitet blev dog fundet i farste halvdel af
maven hos grise fra nitratholdet (resultater ikke
vist), ‘

Som det ses af figur 5 er nitrit-reduktionska-
paciteten hajere end nitrat-reduktionskapaci-
teten i alle tarmafsnit med undtagelse af den
sidste trediedel af tyndtarmen. Dette stemmer
godt overens med, at kun ved inkubation af
tarmindhold fra dette afsnit af mave-tarmsy-
sternet blev der jagttaget en intermediser op-
hobning af nitrit.
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Fig. 5. Nitrat- (-A-) og nitritreduktionskapaciteten
(~ o) i forskellige afsnit af mave-tarmsystemet hos
grisene fra nitratholdet.

Diskussion
Neervaerende kort- og langtidsinkubations-

forseg med PNO,” og "NO; viste klart, at der
ikke pa noget sted i mave-tarmkanalen hos gri-
sene skete nogen mikrobiel denitrifikation.
Derimod viste vore forsag, at der sker en dis-
similatorisk nitratreduktion, hvorved nitrat og
nitrit reduceres til ammoniak. Dette stemmer
godt overens med udenlandske undersggel-
ser, der har vist, at denitrifikation er den domi-
nerende proces i anaerobe miljger med man-
gel pa organisk materiale (sedimenter, jord,
m.m.), hvorimod dissimilatorisk nitratreduk-
tion er den dominerende proces | anaerobe
miljger med hgjt indhold af organisk materi-
ale (rensningsaniaeg, biogasanleeg, m.m.).
Som det fremgéar af figur 4 blev der iagtta-
get en betydelig mikrobiel reduktion af nitrat
til ammoniak af maveindhold fra den forste
halvdel af maven. For grisene pa nitratholdet
blev nitrat-reduktionskapaciteten bestemt til
4 mmol pr. kg pr. time. Da dervar ca. 1,5 kg ind-
hold i maven, vil der saledes kunne omsaettes
op til 6 mmol NO; pr. time i maven eller 144
mmol pr. dag. 144 mmol NO;™ svarer til 9 g
NO;~ pr. dag. Heraf kan ses, at grisene pa ni-
tratholdet, der fik tildelt op til 2,0 | drikkevand
indeholdende 2000 ppm NO; svarende tild g
NO; pr. dag, faktisk er i stand til at reducere
hele den tildelte nitratmaengde til ammoniak
alene i maven. At alt den tildelte nitrat kan
omsaettes i maven, er ret veesentlig, da nitrat-
reduktionen i maven sker uden at der under

~omszetningen sker naevnevaerdig ophobning

af nitrit. Og det er nitrit og ikke nitrat, der er
skadeligt.

Kunved inkubation af indhold fra densidste
trediedel af tyndtarmen, blev deriagttageten
betydelig intermedieer ophobning af nitrit.
Det ma sdledes forventes at veere szerdeles
uheldigt for grisenes sundhed, hvis nitrat ikke
omsaattes i maven, men fores helt ned til den
sidste del af tyndtarmen.

Udgiver: Statens Husdyrbrugsforsag, Foulum, Postboks 39, 8830 Tiele. Tif. 86 65 25 00.
Abonnementspris 1990: 200, kr. inkl. moms. Adressezendring bedes meddelt postvaesenet.

ISSN 0106-8857

Fraderikskerg Bogtrykkeri a-s 891825





