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1 nærværende Meddelelse beskrives in vitro eksperimenter (inkubationsforsøg), der 
havde til formål at klarlægge, hvorledes nitrat og nitrit omsættes af mikrofloraen i mave-
tarmkanalen hos unge grise. 

Kort- og langtidsinkubationsforsøg med 15N-mærket nitrat og nitrit viste klart, at der 
ikke skete nogen mikrobiel denitrifikation (reduktion af nitrat (NCV) til frit kvælstof (N2)) 
på noget sted i mavetarmkanalen hos grisene. Derimod viste nærværende forsøg, at der 
sker en nitratreduktion, hvorved nitrat og nitrit reduceres til ammoniak. 

Forsøgene viste, at den tildelte nitrat kunne reduceres til ammoniak af mikrofloraen i 
grisenes mave, og at denne reduktion skete uden nogen nævneværdig 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 intermediær ophobning af nitrit. 

Nærværende og tidligere undersøgelser tyder således stærkt på, at grise med en sund 
og stabil mave-tarmflora kan tåle endog store mængder nitrat i drikkevandet. 

Indledning 
I to foregående Meddelelser fra SH (rir. 750 og 

764) har vi gennemgået, hvorledes store mæng-
der nitrat i drikkevandet påvirker unge grises fy-
siologi og produktionsresultater, og hvorledes 

åvirker tarmfloraens sammensætning 
itet. 
'ærende meddelelse beskriver vi in vi-

tro eksperimenter (inkubationsforsøg), der 
havde til formål at klarlægge mikrofloraens 
betydning for nitrat- og nitritomsætningen i 
mave-tarmsystemet hos unge grise. 

— AEROB PROCES •=> ANAEROB PROCES 

Fig. 1. Kvælstofcyklen. 



Som det fremgår af figur 1 kan visse bakte-
rier danne nitrat ud fra ammonium, medens 
a»idre kü-\ d©rfh- aw-mcr Jt^ uti ni ir at 

Fr der således -Itmarigp; et substrat (m;ijø) 
kan visse rjoherietyr-t- skaffe sig energi ved at 
anver.ae ni erat (NC5 ) og r.=tr;tior:cr (N02 ) ti' 
oxidere bl a. kulhydtatet Hetveri i ed uteres ni-
trat til nitrit og nitrit tt' enten ammonium (NH/, ) 
eller frit kvælstof (N2>- Processen, hvo>ved der 
dannes frit kvælstof, via nitrogenoxid (NO) og 
latterqns i\ 2 0) kaldes denit irikcition, medens 
processen, hvor d^r dannes NH4 ka.ces dissi-
rr i stor: 4 nirrotreduktion Begge processer 
sker kun under anaerobe forhold. 

Åndie typtr at bakterier er f -tand til at be 
r>ylt£ srrmcni j m v :m f-neigikilde ! nri «roers, 
hvor ammonium odderes H mtnt der igtf» af 
andre typer sf bakterier Kan ildere o/id^ro«- tu 
,iiird* for at rj isse a rodesser k^n findested, ha' 
Bakterierne brug for ilt. Processerne sker såle-
des kun under aerobe forhold. 

Endelig kan nitrat også anvendes af mange 
bakterier til dannelse af aminosyrer og prote-
in. Dette sker via en proces, der kaldes assimila-
torisk nitratreduktion, i hvilken nitrat reduce-
res via nitrit til ammonium, der så indbygges 
som organisk bundet nitrogen i bakteriernes 
proteiner. Denne proces kan foregå såvel un-
der anaerobe som under aerobe forhold, men 
i modsætning til den dissimilatoriske nitratre-
duktion hæmmes processen af ammonium. 

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

Materiale og metoder 
Til undersøgelserne er anvendt tarmmateri-

ale fra 8 grise fordelt på 2 hold, der fik drikke-
vand indeholderide hhv. 0 eller 2000 ppm ni-
trat. 

Efter aflivningen (2 timer efter morgenfod-
ringen) blev der fra hver gris på de to hold ud-
taget tarmprøver som beskrevet i Meddelelse 

764. Af det udtagne tarmmateriale blev der 
fremstillet en anaerob opslemning. 3 x 50 ml 
fra "ivir or,- !c>rr" no ble« Issrubfret anser^bt 
ved 37 C i lOG rr - infusicr.stias^es 

Fn flaske i hver sene blev brugt som kontrol 
e r ulf-v - i I sat 2mM NU/ '-'0 en im.M N O j . C-pt 
resterende del af hver opslemnirg blev an-
vendt ti I massespektromeinsk bestemmelse af 
cer itrifika:ionskapac-teten. 

Prir-oppet bag deri anvendte rnassespektro-
metr i^e (MS) ækr.ik er kort, at man ved a . an-
vende en mernbrapdækket sonde, ae< w fo -
bu.idet direkte til et rna:scspektrometer, er i 
stand ti' - kcr-tinuerligt- at rr.åle konrer irati-
onen at gasser i en væske (opslemning af t-airn-
indnold) idel de opløstf sjasst5. d ffurd^-pr 
over m>-:',brdue.'v oy ind i md'ssesp^ktrorrve-
tret, hvor de ioniserer og idsHHes. afhæng'g 
af deres r*iöss^ til ladn.ngsforho'd {rr'/z; 

For at kunne skelne N2 og N 2 0 produceret 
ved denitrificering, fra atmosfærens N2 C/z = 
28) og C02 (m/z = 44) blev der anvendt 15N -
N03 og 15N-N02 idet der ved denitrifikation 
af disse vil dannes 15N2 (m/z = 30) og 15N20 (m/z 
= 46). 

Resultater 
Den anvendte MS-teknik blev testet med en 

kultur af den denitrificerende bakterie Para-
coccus denitrificans. Et typisk forløb af en så-
dan test er vist i figur 2. Som det ses, sker der 
straks efter, at bakteriesuspensionen tilsættes 
15N02 en dannelse af 15N20, og i løbet af min-
dre end et minut er alt det tilsatte 15N02" om-
sat til 15N20, der derefter blev videre reduceret 
til 15N2. Efter ca. 20 min. var alt det ti Isatte 15N02 

reduceret til frit 15N2. 
Tilsvarende forsøg blev udført med de for-

skellige opsfemnirtger af tarmindhold, men i 
intet tilfælde kunne der måles nogen produk-
tion af hverken 15N20 eller 15N2. Langtidsinkuba-
tionen (24 timer) viste heller ingen produktion 
af 15N20 eller 15N2. 

Den mikrobielle reduktion af nitrat og nitrit 
blev bestemt ved løbende at følge ændringer 
i koncentrationen af N03 , N0 2 og NH4+ i for-
søg, hvor 50 ml fra hver suspension blev inku-
beret hhv. uden nogen tilsætning, tilsat 2mM 
N02" og tilsat 2mM N03 .Typiske forløb fra så-
danne inkubationsforsøg er vist i figur 3. 



nitrificerende bakterie Para coccus denitrificans. 

Fig. 3. Ændringen i koncentrationen af nitrat, nitrit 
og ammonium i en 25% opsiemning 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 tilsætning, 
tilsat 2mM N02~ og tilsat 2mM N03 . 

Som det fremgår af figur 3, forblev NH4+ 

koncentrationen konstant, når en 25% op-
siemning af maveindhold blev inkuberet uden 
nogen tilsætning (figur 3A). Tilsætning af 
2mM N02" til en sådan opsiemning (figur 3B) 
medførte derimod en stigning i produktionen 
af NH4+, en stigning, der svarede nøje til re-
duktionen af N02". Også tilsætning af 2mM 
N03 (figur 3C) medførte en øget NH-/-pro-
duktion. Også her var der god overensstem-
melse mellem mængden af reduceret N03 og 
mængden af produceret NH4+. Figur 3C viser 
endvidere, at der kun skete en ganske svag in-
termediær ophobning af N0 2 , når N03 redu-
cerestil NH4+ i en opsiemning af maveindhold. 

Figur 3D-E viser lignende forsøg, blot biev 
der her anvendt en 25% opsiemning af tarm-
indhold fra den sidste trediedel af tyndtar-
men. Som det fremgår af figuren, sker der en 
kraftig produktion af ammoniak selv ved inku-
bering uden tilsætning af hverken N02 eller 
NO," (Figur 3D) Ammoniakproauktionen var 
dog højere (ca. 1 mM), når der blev tilsat N0> 
og NO; Endvidere ses de* F;g-ir 3F j* vt j i 
reduktion af N03 i en opsiemning af tar-nmd-
hold fra den sidste trediedel af Tyndtai men, 
sker der en kraftig intermediær oprtobnmg at 
N02". 

Ud fra hældningen af kurverne for nitrit- og 
nitratkoncentrationerne i figur 3, blev nitrit-
og nitrat-reduktionskapaciteten bestemt for 
de respektive opslemninger. Dette blev gjort 
for samtlige opslemningerfra alle 8 grise. Mid-
delværdierne for nitrat-reduktionskapacite-
ten, er vist i figur 4. 

Fig. 4. Nitrat-reduktionskapaciteten i forskellige af-
snit af mave-tarmsystemet hos hhv. kontrolholdet 
(-o-) og nitratholdet (-•-). 



Som det fremgår sf "fiour 4 V3r dsr ikkc? no-
gen stor forskel på reduktionskapaciteten for 
r i erat me lem ko'itro'i^-deT og ni-, acho!det 
Dog var den s første halvdel af maven ca. 3 
j a iqe 5r* høj ^os nnrd+f.oId«-t hoi k o r - r J 
holdet ligesom, z/yia mcmd^ol i fra ^itratbol-
det også havde en højere nitrat-reduktionska-
{,r< i * .. n<d itifJI" d:Jrt fr, i".— 
ikke for nitrit-reduktionskapaciteten var der 
den store forskel mellem de to hold. Den høje-
s t ak ci yi-p blev dog für det i halede af 
f'iöver ho gri'-c fra r t i l ho lde t fi^ii'ta-f- i^kr 
Vi S U . 

Sorn det se., af figur 5 er nitr't-redukt onska-
paciteten højere 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-
stemet blev der iagttaget en intermediær op-
hobning af nitrit. 

Fig. 5. Nitrat- (-A-) og nitritreduktionskapaciteten 
(- o-) i forskellige afsnit af mave-tarmsystemet hos 
grisene fra nitratholdet. 

Diskussion 
Nærværende kort- og langtidsinkubations-

tQf^øg lbHO OQ 15NO^ yjjfp \d*d<t ^jpj" 

ik';e pr1 noget sted 1 mave tarmkanalen hos qn-
cene rkete ,ogen mikrobiel denitr fikai.on. 

Derimod v.sce ,'c-e iOisøq, a det sk«« t.r« dis-
rri.l i.O'isk mtMfed.ikt 'O. . n/c»pd r-nm.ug 

nitrit reduceres til ammoniak. Dette stemmer 
gn>' o v e i * n e d udenlandske unaenøgel-
st:' der r;,- <isl, at c ° n i -inket.o^ ^r den c*<.mi-
nerende proces i anaerobe miljøer med man-
gel på organisk materiale (sedimenter, jord, 
m.m.), hvorimod dissimilatorisk nitratreduk-
tion er den dominerende proces i anaerobe 
miljøer med hø|t mcholo af orgct-.r... materi-
ale (rensningsanlæg, Dioga raniæy, ri rn./ 

Som det fremgår af figur 4 blev der iagtta-
get en betydelig mikrobiel reduktion af nitrat 
til ammoniak af maveindhold fra den første 
halvdel af maven. For grisene på nitratholdet 
blev nitrat-reduktionskapaciteten bestemt til 
4 mmol pr. kg pr. time. Da der var ca. 1,5 kg ind-
hold i maven, vil der således kunne omsættes 
op til 6 mmol N03 pr. time i maven eller 144 
mmol pr. dag. 144 mmol N03~ svarer til 9 g 
N03~ pr. dag. Heraf kan ses, at grisene på ni-
tratholdet, der fik tildelt op til 2,01 drikkevand 
indeholdende 2000 ppm N03 svarende til 4 g 
N03 pr. dag, faktisk er i stand til at reducere 
hele den tildelte nitratmængde til ammoniak 
alene i maven. At alt den tildelte nitrat kan 
omsættes i maven, er ret væsentlig, da nitrat-
reduktionen i maven sker uden at der under 
omsætningen sker nævneværdig ophobning 
af nitrit. Og det er nitrit og ikke nitrat, der er 
skadeligt. 

Kun ved inkubation af indhold fra den sidste 
trediedel af tyndtarmen, blev der iagttaget en 
betydelig intermediær ophobning af nitrit. 
Det må således forventes at være særdeles 
uheldigt for grisenes sundhed, hvis nitrat ikke 
omsættes i maven, men føres helt ned til den 
sidste del af tyndtarmen. 
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