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1 Einleitung

1. Einleitung

Seit vielen Jahrtausenden wird Gefliigel vom Menschen als Nutztier zur Gewinnung von
Fleisch und Eiern gehalten. Bis in die Mitte des letzten Jahrhunderts erfolgte die Pro-
duktion tberwiegend in bauerlichen Betrieben. Der zunehmende Bedarf fiihrte jedoch
zur Entstehung von Gefligelfarmen und zur weiteren Optimierung der Herstellungs-
prozesse. Bei der Produktion von Hithnerfleisch stehen vor allem schnelles Wachstum der
Tiere und hohe Brustfleischausbeute, aber auch Effizienz bei der Futterverwertung sowie
die Vorbeugung von Erkrankungen zur Aufzucht gesunder Tiere im Vordergrund. Fir
eine wirtschaftliche und nachhaltige Erzeugung spielt insbesondere die Wahl des
Futtermittels und die Futterverwertung eine entscheidende Rolle. Etwa 70 % der Gesamt-
produktionskosten entfallen auf die Futtermittel, demnach wirkt sich eine Steigerung der
Futterverwertung nicht nur auf okologische Aspekte, wie die Reduktion der Futter-
anbaufldchen und die Verminderung von Futtertransporten, sondern auch auf finanzielle

Aspekte aus.

Neben der Optimierung der Nahrstoffverwertung im Tier durch Ziichtungen wurden im
Futter vorkommende Inhaltstoffe identifiziert, die die Verdaubarkeit herabsetzen konnen.
Zu diesen antinutritiven Stoffen werden beispielsweise Nicht-Stirke-Polysaccharide
(NSP) gezihlt. NSP sind Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand und kénnen im
Verdauungstrakt von Gefliigel nicht von kérpereigenen Enzymen abgebaut werden. Thre
antinutritiven Effekte werden unter anderem durch ihre viskositdtserh6henden Eigen-
schaften begriundet, wodurch Verdauungs- und Resorptionsprozesse im Diinndarm ver-
langsamt werden konnen. Um diesen Effekten entgegenzuwirken, werden zum Gefliigel-
futtermittel schon seit mehreren Jahrzehnten Enzyme zum Abbau von NSP zugesetzt.
Ein Hauptbestandteil des in der Gefliigelindustrie eingesetzten Futters ist in der Regel
Getreide und die in Getreide dominierenden NSP sind Arabinoxylane. Aus diesem Grund
1st es naheliegend, dass haufig Xylanasen zur Spaltung der Arabinoxylane eingesetzt
werden. In der wissenschaftlichen Literatur sind zahlreiche Fiutterungsstudien beschrie-
ben, die belegen, dass sich der Einsatz einer exogenen Xylanase im Futter positiv auf die
Futterverwertung und auch auf die Gesundheit der Tiere auswirken kann. Fir diese
Studien werden iiberwiegend Broiler (Jungmasthiihner) verwendet, da diese die

wirtschaftlich bedeutsamste Gefliigelart darstellen.

Die Wirkweise der Xylanasen wurde lange Zeit hauptséichlich durch die viskosititser-
niedrigende Wirkung aufgrund der Spaltung von Arabinoxylanen begriindet, bis vor
ungefdhr 15 Jahren in einem Fiitterungsversuch beobachtet wurde, dass auch der Zusatz
von (Arabino-)Xylooligosacchariden ((A)XOS) zum Futter ohne die Zugabe von Xylanasen
zu dhnlichen positiven Effekten fiuhrt. Darauthin wurden die Wirkmechanismen der
Xylanase dahingehend iiberdacht, dass in vivo (A)XOS generiert werden, die sich positiv
auf das Mikrobiom der Hithner auswirken und es dadurch zu den beschriebenen Effekten
kommt. Weitere Filitterungsversuche mit teilweise inkonsistenten Beobachtungen fiihrten

zu dem Schluss, dass es sich um einen komplexeren Wirkmechanismus handelt, der von

1



1 Einleitung

verschiedenen Faktoren beeinflusst wird. Diskutierte Einflussfaktoren sind beispiels-
weise die NSP-Zusammensetzung im Futter oder die Eigenschaften der eingesetzten
Xylanase. Um die Beobachtungen in den Fitterungsversuchen zu verstehen, wurde damit
begonnen, die Zusammensetzung des Darmmikrobioms der Tiere zu analysieren. Auller-
dem gibt es erste Studien, in denen die NSP im Futtermittel und die Oligosaccharide in
verschiedenen Abschnitten des Verdauungstrakts analysiert wurden, um zusétzliche

Informationen uber die dort ablaufenden Prozesse zu erhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Kohlenhydrate im Futtermittel analysiert und eine
Methode zur Analyse der Oligosaccharide in Proben aus dem Verdauungstrakt entwickelt.
Die so gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die Wirkmechanismen von Xyla-
nase und (A)XOS im Futter besser erkliren zu kénnen, um einen gezielten Einsatz zur

Verbesserung der Tiergesundheit und -leistung zu ermdoglichen.

1.1 Futtermittel in der Gefliigelerndhrung

Futtermittel dienen der Erndhrung von Nutztieren, wobei die Zusammensetzung in
Abhéngigkeit von den Bedirfnissen der einzelnen Tierarten stark variiert. Bei der Auf-
zucht von Gefliigel werden zur optimalen Bedarfsdeckung verschiedene Inhaltstoffe
benotigt. Neben Futtermittelzusatzstoffen wie Vitaminen, Mineralstoffen und essen-
tiellen Aminosduren besteht Gefligelfuttermittel hauptséchlich aus pflanzlichen Kom-
ponenten, wobel in der Regel zwei Komponenten mit unterschiedlichen Inhaltstoffen
kombiniert werden. Die erste Komponente bildet ein Getreide, welches aufgrund des
hohen Gehalts an Stiarke hauptséichlich als Energielieferant dient. Die zweite Kompo-
nente tragt malgeblich dazu bei, den Proteinbedarf zu decken. Hierfiir eignen sich
Pflanzen aus der Familie der Fabaceaen (Leguminosen), da sie aufgrund ihrer Symbiose
mit stickstofffixierenden Bakterien reich an Protein sind (Jeroch et al, 2019). Als Getreide
wird tiberwiegend Mais genutzt, seltener kommen auch Weizen, Gerste, Triticale, Hafer
oder Roggen zum Einsatz (Bach Knudsen, 2014). Als Proteinkomponente wird fast aus-
schlieBlich Sojaextraktionsschrot verwendet. Hier werden Lupinen, Erbsen und Acker-
bohnen als mogliche Alternativen diskutiert (Jezierny et al, 2010; Olukosi et al, 2019).

Die Proben aus dem Verdauungstrakt von Hithnern, die im Rahmen dieser Arbeit unter-
sucht wurden, stammen aus einem Futterungsversuch, bei dem Futtermittel auf Mais-
Soja-basis verwendet wurde. Aus diesem Grund wird im Folgenden auf diese beiden
Pflanzen detaillierter eingegangen.

1.1.1 Mais (Zea mays)

Mais ist eine einkeimblittrige Pflanze (Monokotyledone) und zidhlt zur Familie der
Poaceae (SiiBgraser). Die Kérner eignen sich aufgrund des hohen Gehalts an Stirke sowie
essentiellen Fettsauren gut als Futtermittel. Der hohe Gehalt an Carotinoiden, welche fur

die gelbe Farbe der Maiskérner verantwortlich sind, wirkt sich bei Legegefliigel positiv
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auf die Farbe des Eidotters aus. Uber die Zeit wurden verschiedene Maissorten geziichtet,
beispielsweise um den Ertrag zu steigern oder um bestimmte Eigenschaften, wie die
Starkezusammensetzung, zu beeinflussen. Aullerdem wurden gentechnisch veridnderte
Varianten mit Herbizidresistenzen entwickelt, um den Anbau zu optimieren. Inzwischen
wird, weltweit gesehen, iiberwiegend gentechnisch verinderter Mais angebaut (Ranum
et al, 2014; Jeroch et al, 2019).

1.1.2 Sojabohne (Glycine max (L.) MERR.)

Die Sojabohne ist eine dikotyle Pflanze, die zur Familie der Fabaceaen (Leguminosen)
gehort. Als Futterpflanze eignet sie sich besonders gut wegen des hohen Gehalts an Pro-
teinen mit einem erndhrungsphysiologisch wertvollen Aminosiureprofil. Sojaprotein
weist verhaltnisméfBig hohe Anteile an Lysin und weiteren essenziellen Aminoséuren auf.
Limitierend sind die schwefelhaltigen Aminosduren Methionin und Cystein. Zu beachten
1st, dass auch antinutritive Stoffe in der Sojabohne enthalten sind, hierzu zihlen insbe-
sondere Trypsininhibitoren und Lektine. Diese Stoffe kénnen jedoch durch thermische
Behandlung inaktiviert werden. Einige Leguminosen, darunter auch die Sojabohne, ent-
halten héhere Mengen an a-Galactooligosacchariden (vgl. Kapitel 1.2.1). Als Futtermittel
wird Uberwiegend Sojaextraktionsschrot eingesetzt, welches nach der Extraktion von
Sojadl anfallt. Fir die Olgewinnung werden hiufig ungeschilte Bohnen verwendet, es
konnen aber auch geschilte Bohnen eingesetzt werden. Die Wahl des Ausgangsmaterials
hat Einfluss auf die Zusammensetzung des Extraktionsschrotes, beispielsweise in
Hinblick auf den Protein- und Fasergehalt. Grundséatzlich unterliegt die Zusammen-
setzung der Inhaltstoffe von pflanzlichen Erzeugnissen natiirlichen Schwankungen und
ist zum Beispiel abhingig von Herkunft, Anbau und Klimaeinfliissen (Jezierny et al,
2010; Jeroch et al, 2019).

1.2 Kohlenhydrate in Futtermitteln

Die Gruppe der Kohlenhydrate besteht aus einer Vielzahl von Verbindungen, die Mono-
saccharide sowie aus Monosacchariden aufgebaute Oligo- und Polymere umfasst. Ubli-
cherweise werden sie anhand des Polymerisationsgrads (DP, engl.: Degree of Polymeri-
zation) in Gruppen eingeteilt. Hierbei wird in Mono-, Di-, Oligo- und Polysaccharide
unterschieden, wobei der Begriff Oligosaccharide zum Teil unterschiedlich ausgelegt wird.
Laut offizieller Nomenklatur der International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) sind Oligosaccharide definiert als Saccharide, die aus drei bis zehn Monomeren
aufgebaut sind TUPAC, 1995). Andere Einteilungen schlieBen Saccharide mit einem DP
bis 19 in die Gruppe der Oligosaccharide mit ein (Mussatto & Mancilha, 2007).

Eine weitere Moglichkeit zur Einteilung von Kohlenhydraten basiert auf ihren ernéh-
rungsphysiologischen Eigenschaften. Abhingig davon, ob im Verdauungstrakt des Men-

schen bzw. Tiers Enzyme zum Abbau der entsprechenden Kohlenhydrate vorhanden sind
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oder nicht, wird in verdaubare und nicht-verdaubare Kohlenhydrate unterschieden. Auf
dieser Grundlage wurde die Gruppe der Ballaststoffe etabliert, wobei es sich dabei um
eine sehr komplexe Gruppe an Stoffen handelt, die nach heutiger Definition zusétzlich zu
den nicht-verdaubaren Kohlenhydraten weitere Komponenten umfasst (McDougall et al,
1996; McCleary et al, 2015). Stirke stellt das mengenmiBig bedeutsamste verdaubare
Polysaccharid dar, daher wird im Bereich der Futtermittel haufig in Starke und NSP
unterteilt. Dabei umfassen NSP pflanzliche Zellwand- und Speicherpolysaccharide (Bach
Knudsen, 1997).

Oligo- und Polysaccharide sind aus glykosidisch verkniipften Monosaccharideinheiten
aufgebaut. Es gibt eine Vielzahl verschiedener Monosaccharide. Sie kénnen eine unter-
schiedliche Anzahl an Kohlenstoffen aufweisen, in D- und L-Konfiguration vorkommen
und zusitzlich in verschiedenen Ringformen (Pyranose bzw. Furanose) vorliegen. Je nach
Orientierung der Hydroxygruppe am anomeren C-Atom wird in a- oder p-Konfiguration
unterschieden. Trotz der enormen Vielfalt kommen nur wenige Monosaccharide in bedeut-
samen Mengen in der Natur vor. Pflanzliche Polysaccharide sind hauptsichlich aus den
Pentosen Arabinose und Xylose, den Hexosen Glucose, Galactose und Mannose, den
6-Desoxyhexosen Rhamnose und Fucose sowie den Uronsduren Glucuronsdure und
Galacturonsiure aufgebaut (Bach Knudsen, 1997). Abbildung 1 zeigt diese Monosaccha-
ride in der Ringform, in der sie in Pflanzen vorrangig vorliegen. In pflanzlichen Oligosac-
chariden kann zusitzlich Fructose vorkommen (Mussatto & Mancilha, 2007). Aufgrund
der verschiedenen Konfigurationen und Positionen der glykosidischen Bindungen ergibt
sich daraus eine grofle Vielfalt méglicher, zum Teil sehr komplex aufgebauter Oligo- und
Polysaccharide. In den folgenden Kapiteln werden die Strukturen und Funktionen der fiir

Futtermittel relevanten Kohlenhydrate beschrieben.

OHO OH T T oH
(0] —
Ho/m Hom
HO HO HO
o On VvV OH OH
L-Arabinofuranose D-Xylopyranose D-Galactopyranose D-Glucopyranose D-Mannopyranose
OH OH
| cooH
O ﬁ/o
HO /gnm
CHy Yon OH on “VOH
OH
L-Fucopyranose L-Rhamnopyranose  D-Galactopyranuronsdaure D-Glucopyranuronsaure

Abbildung 1: Ubersicht der hauptsichlich in pflanzlichen Polysacchariden vorkommenden Monosac-
charide in ihrer am haufigsten auftretenden strukturellen Form

1.2.1 Di- und Oligosaccharide

Disaccharide kommen in Pflanzen, die iiblicherweise als Futtermittel verwendet werden,
nur in geringen Mengen vor. Zu nennen ist Saccharose, welche beispielsweise in Sojamehl

ungefahr 7 % der Trockenmasse ausmacht, in Futtergetreide liegen die Gehalte darunter
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(Bach Knudsen, 1997). Saccharose ist aus 1,2-glykosidisch verkniipfter a-D-Glucopyranose

und B-D-Fructofuranose aufgebaut.

Zur Gruppe der Oligosaccharide, die in Futterpflanzen in nennenswerten Mengen vorkom-
men, gehéren die Oligosaccharide der Raffinose-Familie (RFO, engl.: Raffinose Family of
Oligosaccharides), auch bezeichnet als a-Galactooligosaccharide oder a-Galactoside. Dabei
handelt es sich um eine Reihe von Oligosacchariden, die strukturell auf Saccharose
basieren und sich in ihrer Anzahl an gebundenen Galactoseeinheiten unterscheiden. Die
Raffinose ist ein Trisaccharid, bestehend aus einer Saccharoseeinheit, an die eine
D-Galactopyranoseeinheit a-(1—6)-glykosidisch an die Glucoseeinheit gebunden ist. Das
darauffolgende Tetrasaccharid, die Stachyose, basiert auf der Raffinose, wobei an der
Galactoseeinheit eine weitere D-Galactopyranoseeinheit a-(1—6)-glykosidisch gebunden
ist. Als néchstes folgen Verbascose und Ajugose mit jeweils einer weiteren Galactose-
einheit (s. Abbildung 2). Die RFO dienen der Pflanze unter anderem als Speicherkohlen-
hydrate in den Samen und kommen tiberwiegend in Leguminosen wie Lupinen, Erbsen
und Soja vor. Dort dominiert mengenmallig oft Stachyose, gefolgt von Raffinose. Verbas-
cose kommt in geringeren Mengen vor, wihrend Ajugose in Samen nur in Spuren
enthalten ist (Bach Knudsen, 1997; Peterbauer & Richter, 2001; Choct et al, 2010).

Raffinose
T
e
(@]
@]
Saccharose

Verbascose
Stachyose

Abbildung 2: Strukturen der Oligosaccharide der Raffinose-Familie (gelb: D-Galactose, blau: b-Glucose,
orange: D-Fructose)

Teilweise werden Oligosaccharide dem Futter zugesetzt, um positive Effekte auf die Tier-
gesundheit und -leistung zu erzielen (vgl. Kapitel 1.4.4). Dabei handelt es sich meistens
um Oligosaccharide, die industriell durch saure oder enzymatische Hydrolyse aus pflanz-
lichen Polysacchariden gewonnen werden und nicht natirlicherweise als Oligosaccharide
in der Pflanze vorkommen. Ein Beispiel hierfiir sind lineare XOS. Sie werden aus Xylanen
freigesetzt und bestehen aus B-(1—4)-glykosidisch verkniipften D-Xylopyranosen. Die
Kettenldnge kann stark variieren, wobei sie iiblicherweise zwischen DP 2 und 7 liegt
(Jahan et al, 2022). Ebenfalls, wenn auch seltener, werden verzweigte AXOS eingesetzt.
Dabei handelt es sich um Oligosaccharide, die aus Arabinoxylanen gewonnen werden. Sie

bestehen aus einem Riickgrat aus p-(1—4)-glykosidisch verkniipfter D-Xylopyranose und
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tragen tiber die O-2 und/oder O-3-Position L-Arabinofuranoseeinheiten als Substituenten
(vgl. Kapitel 1.2.3.3). Des Weiteren werden in der Gefliigelernihrung Mannooligosaccha-
ride (ManOS) sowie Fructooligosaccharide und B-Galactooligosaccharide eingesetzt
(Jahan et al, 2022).

1.2.2 Starke

Starke ist das wichtigste Speicherpolysaccharid der Pflanze. Sie ist in Stdrkekoérnern
organisiert und setzt sich aus Amylose und Amylopektin zusammen. Je nach Pflanzenart
unterscheiden sich die Anteile an Amylose und Amylopektin sowie die physikochemischen
Eigenschaften der Stiarke. Amylose besteht aus linearen Molekiilen, die hauptséchlich aus
a-(1—4)-glykosidisch verkniipfter D-Glucopyranose aufgebaut sind. In sehr geringem Aus-
malB kommen Verzweigungen iiber a-(1—6)-glykosidische Verkniipfungen vor. Im Allge-
meinen werden Kettenldngen zwischen 500 und 6000 Glucoseeinheiten angegeben.
Amylopektin ist ebenfalls aus a-(1—4)-glykosidisch verkniipfter Glucose aufgebaut,
allerdings treten deutlich mehr Verzweigungen iiber a-(1—6)-glykosidische Bindungen
auf. Dadurch entstehen verzweigte Polysaccharide mit bedeutend héherem DP. In
Futtergetreide ist Stérke die dominierende Polysaccharidkomponente und macht je nach
Getreideart etwa 45 bis 70 % der Trockenmasse aus (Bach Knudsen, 1997). Im Verdau-
ungstrakt wird Starke von kérpereigenen Enzymen gespalten und die freigesetzte Glucose
resorbiert (vgl. Kapitel 1.3.2). Starke und Stirkeabbauprodukte, die am Ende des Diinn-
darms nicht resorbiert wurden, werden als resistente Stirke bezeichnet (Weurding et al,
2001).

1.2.3 Nicht-Starke-Polysaccharide

Neben Stédrke kommen in der Pflanze weitere Polysaccharide vor, die hauptséchlich Teil
der pflanzlichen Zellwand sind. Dazu zédhlen Cellulose, Hemicellulosen und Pektine. Bei
Hemicellulosen handelt es sich um eine Gruppe verschiedener Polysaccharide, zu denen
Xylane, Xyloglucane, (Gluco-)Mannane und mixed-linked B-Glucane geziahlt werden. Die
detaillierten Strukturen werden in Kapitel 1.2.3.3 beschrieben. Pektine sind hoch-
komplexe Heteropolysaccharide, die aus mehreren Strukturelementen aufgebaut sind,
welche in ihren Anteilen wiederum variieren kénnen. Die Strukturelemente werden in
Kapitel 1.2.3.4 ausfiihrlich erldutert.

1.2.3.1 Aufbau der pflanzlichen Zellwand

Die pflanzliche Zellwand erfiillt eine Vielzahl von Funktionen. Sie ist unter anderem fir
die Stabilitéat der pflanzlichen Zelle verantwortlich und schiitzt sie vor dem Austrocknen
sowie vor Pflanzenpathogenen. Auch bei der Zell-Zell-Kommunikation spielt sie eine
wichtige Rolle. Der hochkomplexe Aufbau der Pflanzenzellwand variiert je nach Art der
Pflanze, Gewebe, Zelltyp, Reifegrad und Wachstumsbedingungen. Sie besteht aus Poly-
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sacchariden, Strukturproteinen sowie phenolischen Komponenten und ist in mehreren
Schichten aufgebaut (McDougall et al, 1996; Zhang et al, 2021). Die dullerste Schicht
stellt die Mittellamelle dar, welche hauptséchlich aus Pektinen aufgebaut ist. Sie befindet
sich im Interzellularraum und ist malgeblich an der Zell-Zell-Adhédsion beteiligt
(Zamil & Geitmann, 2017). Darauf aufgelagert befindet sich die Primirzellwand. Sie
besteht aus Cellulosemikrofibrillen, die von einer Matrix aus Hemicellulosen, Pektinen
und Strukturproteinen umgeben sind. Je nach Pflanze unterscheidet sich die Primérzell-
wand hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und den vorkommenden Polysacchariden.
Dabei kann in zwei Typen unterschieden werden: Typ I kommt in nicht-commeliniden
monokotylen und dikotylen Pflanzen, wie der Sojabohne, vor. Typ II ist in commeliniden
Monokotyledonen vorzufinden, zu denen unter anderem die Siigriser (Poaceae) gehéren
und somit auch der Mais (Carpita & Gibeaut, 1993; Vogel, 2008).

Die Priméirzellwand des Typ I besteht aus einem Netzwerk aus Cellulose (ca. 15 - 30 %
der Trockenmasse) und Xyloglucanen (20 - 25 %). AuBerdem sind héhere Anteile an
Pektinen (20 - 35 %) sowie Proteinen (10 %) vorzufinden. Xylane (5 %) und (Gluco-)Man-
nane (5 - 10 %) spielen eine untergeordnete Rolle. Beim Zellwandtyp II ist der Anteil an
Xyloglucanen deutlich geringer (1 - 5 %), dafiir kommen hohe Anteile an (Glucurono-)Ara-
binoxylanen (20 - 40 %) vor. Diese bilden zusammen mit der Cellulose (20 - 30 %) das
Cellulose-Hemicellulose-Netzwerk aus. In manchen Pflanzen der Familie der Poaceaen
kommen zusitzlich mixed-linked p-Glucane in grofleren Mengen (10 - 30 %) vor. Pektine
(5 %), (Gluco-)Mannane (< 1%) und Proteine (1 %) machen bei diesem Zellwandtyp nur
einen geringen Anteil aus (Carpita & Gibeaut, 1993; Vogel, 2008).

Wenn das Wachstum der Zelle abgeschlossen ist, kann sich eine Sekundérzellwand auf
die Primérzellwand auflagern. Diese besteht hauptséchlich aus einem Netzwerk aus
Cellulose und Xylanen, in das je nach Gewebetyp Lignin eingelagert werden kann. Dieser
Prozess wird auch als Verholzung bezeichnet (Harris & Smith, 2006; Vogel, 2008). Lignin
1st ein komplexes, hydrophobes Polymer, das hauptsichlich aus den drei Monomeren
para-Cumaryl-, Coniferyl- und Sinapylalkohol aufgebaut ist. Je nach Pflanzenart und
Gewebe kommen die Monomere in unterschiedlichen Anteilen vor. Bei der Lignifizier-
ung werden sie zufallig Gber radikalische Kopplungsreaktionen miteinander ver-
knipft und es entsteht ein komplexes phenolisches Polymer. Dabei bilden sich unter-
schiedliche Bindungen aus, die zum Teil sehr stabil und schwer abbaubar sind
(Boerjan et al,, 2003). Lignin tragt vor allem zur Stabilitdt und Wasserundurchlissig-
keit der Zellwand bei, dient aber auch als Barriere zum Schutz vor Austrocknung, Schad-
lingen sowie Krankheitserregern und anderen Umwelteinfliissen (Harris & Smith, 2006;
Vogel, 2008; Liu et al, 2018).

1.2.3.2 Cellulose

Cellulose ist ein unverzweigtes Homopolysaccharid, das aus p-(1—4)-glykosidisch ver-

kniipften D-Glucopyranoseeinheiten aufgebaut ist, wobei jede folgende Einheit um 180°
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verdreht zur vorherigen vorliegt. Dadurch ergibt sich eine lineare Kette aus bis zu 15000
Glucoseeinheiten. Bedingt durch diese Struktur konnen sich eine Vielzahl von
Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen einzelnen Celluloseketten ausbilden, wodurch
sie sich zu wasserunléslichen Mikrofibrillen zusammenlagern. Aus diesen ist das Grund-
gerust der pflanzlichen Zellwand aufgebaut. In der Sekundéarzellwand liegt die Cellulose
uberwiegend in kristalliner Form vor, in der Priméirzellwand kommen auch amorphe
Bereiche vor (McDougall et al, 1996).

1.2.3.3 Hemicellulosen

Hemicellulosen werden im Allgemeinen als Polysaccharide beschrieben, die unter alka-
lischen Bedingungen aus der pflanzlichen Zellwand extrahiert werden konnen. Diese
Definition ist nicht allgemeingiiltig, da zum Teil auch Pektine unter diesen Bedingungen
extrahiert werden kénnen und es andererseits Polysaccharide gibt, die zu den Hemi-
cellulosen gehoren und die bereits im Wassrigen ohne Laugenzugabe extrahierbar sind.
Dazu z#dhlen beispielsweise mixed-linked B-Glucane sowie wasserlosliche Arabino-
xylane. Eine andere Definition basiert auf Strukturmerkmalen anstelle von Extrahier-
barkeit. Ihr zufolge sind Hemicellulosen Polysaccharide der pflanzlichen Zellwand, die ein
Riickgrat aus p-(1—4)-verkniipften Einheiten besitzen, wobei die Monosaccharid-
einheiten des Riickgrats an Cl1 und C4 eine &quatoriale Konfiguration aufweisen
(Scheller & Ulvskov, 2010). Unabhingig von der genauen Definition werden unter dem
Begriff Hemicellulosen folgende vier groBle Polysaccharidgruppen zusammengefasst:

Xylane, Xyloglucane, (Gluco-)Mannane und mixed-linked B-Glucane.

Xylane kommen in der pflanzlichen Zellwand in der Regel als Heteroxylane vor und haben
ein Riickgrat aus B-(1—4)-verkniipften D-Xylopyranoseeinheiten. Je nach Substituenten
wird in Glucuronoxylane und (Glucurono-)Arabinoxylane unterschieden. Bei Glucurono-
xylanen sind an das Xylanriuckgrat tiber die O-2-Position D-Glucuronsédure- bzw.
4- O-Methyl-Glucuronsdureeinheiten gebunden. Aullerdem konnen sie acetyliert
vorliegen. Glucuronoxylane kommen hauptsachlich in der Sekundirzellwand von
dikotylen Pflanzen vor (McDougall et al, 1996; Vogel, 2008; Scheller & Ulvskov, 2010).

Arabinoxylane wiederum sind ein Hauptbestandteil der Zellwand von commeliniden

monokotylen Pflanzen und kommen somit in gré3eren Mengen in Getreide vor. Ihr Xylan-
rickgrat liegt substituiert mit L-Arabinofuranoseeinheiten vor, die iiber die O-2- und/oder
O-3-Position gebunden sind. Des Weiteren kénnen D-Glucuronsédure sowie 4-O-Methyl-
Glucuronséure und Acetylgruppen als Substituenten vorkommen (s. Abbildung 3). Diese
Polysaccharide werden zum Teil auch als Glucuronoarabinoxylane bezeichnet
(Harris & Smith, 2006; Bach Knudsen, 2014). Das Substitutionsmuster von Arabino-
xylanen variiert stark abhéingig von der Art der Pflanze sowie dem untersuchten Gewebe.
Haufig wird das Arabinose-zu-Xylose-Verhiltnis (A/X) zur Abschitzung des Substitu-
tionsgrads angegeben. Beim Vergleich verschiedener Getreide weist beispielsweise Mais
mit 0,74 ein hoheres A/X auf als Weizen (0,62). Bei Gerste ist das A/X mit 0,48 eher gering
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(Bach Knudsen, 2014). Aus diesen Verh#ltnissen lassen sich jedoch keine Riickschliisse
auf die Position der Bindung an das Riickgrat ziehen. Hierfir sind aufwendigere Analyse-
methoden wie beispielsweise die Methylierungsanalyse erforderlich (vgl. Kapitel 3.2.2.2).
So 1st zum Beispiel fur Mais beschrieben, dass die Arabinoseeinheiten tiiberwiegend tiber
die O-3-Position an das Riickgrat gebunden sind, wobei auch ein héherer Anteil an

disubstituierten Xyloseeinheiten vorkommt (Saulnier et al, 1993; Huisman et al., 2000).

OH

OH

OH OH

HO' OH Ko OH
OH OH

OCH,

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Strukturmerkmale von Arabinoxylanen. Das aus D-Xylo-
pyranoseeinheiten (hellgriin) aufgebaute Riickgrat kann L-Arabinofuranose (dunkelgriin), b-Glucuron-
sdure (blau), Acetylgruppen (rot) oder mit Ferulasdure (schwarz) veresterte Seitenketten als Substi-
tuenten tragen.

In der Gruppe der Hemicellulosen weisen Arabinoxylane die Besonderheit auf, dass die
Seitenketten mit Hydroxyzimtsduren verestert vorliegen kénnen. Dabei ist die an das
Rickgrat gebundene Arabinoseeinheit iber die O-5-Position mit der Hydroxyzimtsdure
verknipft. Hauptsichlich handelt es sich dabei um trans-Ferulasdure, wobei auch andere
Hydroxyzimtsduren wie die trans-para-Cumarsidure vorkommen kénnen (Ishii, 1997;
Allerdings et al., 2006; Lin et al., 2021). Durch die Reaktion zweier Ferulasduren zu einer
Dehydrodiferulasdure (DFS) kénnen Crosslinks zwischen zwei Polysaccharidstrangen
oder zwischen Polysacchariden und Lignin gebildet werden. Bei der radikalischen
Kopplungsreaktion kénnen aufgrund der resonanzstabilisierten phenolischen Struktur
des intermediar auftretenden Ferulasiureradikals verschiedene DFS entstehen (mégliche
Kopplungen: 5-5, 4-0-5, 8-5, 8-8 und 8-0-4). AuBlerdem kénnen zum Teil cyclische (c),
nicht-cyclische (nc), decarboxylierte (dc) oder Tetrahydrofuran (THF)-Formen vorkom-
men, welche jedoch nicht alle nativ vorliegen. In Abbildung A1 (Kapitel 9.1) sind einige
Strukturen von in Mais vorkommenden DFS gezeigt. Neben Dimeren sind auch Tri- und
Oligomere beschrieben (Bunzel, 2010; Jilek & Bunzel, 2013). Crosslinks tragen zur Stabi-
litat der pflanzlichen Zellwand bei und sind beispielsweise an Abwehrmechanismen gegen
Pathogene beteiligt (Bunzel, 2010; Santiago & Malvar, 2010).

Detailliertere Strukturanalysen der Arabinoxylane aus Getreiden zeigten komplexer auf-
gebaute Seitenketten, die zusidtzlich zu Arabinose und Ferulasdure auch Xylose und
Galactose aufweisen. Sie basieren auf der oben angefithrten Struktureinheit 5-O-trans-
Feruloyl-L-Arabinofuranose (FA) (s. Abbildung 4). Darauf aufbauend folgt, mit einer
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weiteren D-Xylopyranoseeinheit, die B-(1—2)-glykosidisch an die Arabinose gebunden ist,
die Seitenkette B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose (FAX).
Bei der néchstkomplexeren Struktur ist eine L-Galactopyranose a-(1—2)-glykosidisch mit
der Xyloseeinheit verkniipft. Dabei handelt es sich um die Seitenkette a-L-Galactopyrano-
syl-(1—-2)-B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5- O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose (FAXG). Un-
gewohnlich an dieser Struktur ist, dass Galactopyranose in pflanzlichen Polysacchariden
normalerweise in D- und nicht in L-Konfiguration vorkommt (Saulnier et al, 1995;
Allerdings et al, 2006). Schendel und Mitarbeitende (2016) konnten zeigen, dass diese
Strukturen ubiquitdr in Getreidekdornern vorkommen, wobel die Seitenkette FA
dominiert. Das Verhéltnis von FA zu FAX liegt zwischen 2,8 (Popcornmais) und 42,5
(Thinopyrum intermedium). FAXG kommt in sehr geringen Mengen vor. Bei allen drei
untersuchten Seitenketten weisen die untersuchten Maisproben zum Teil deutlich héhere
Gehalte auf als die anderen Getreidesorten (Schendel et al., 2016).

O

FA | © FAX o FAXG |
)@4\»0H @OH @OH
\ o \ o \ .

HO HO HO
OCHs OCHs OCHs
FAXGX © FAXGG ° AX °
2 OH e OH OH
S OH S OH OH
o 0 HO
HO HO
OCHs OCHj

Abbildung 4: Strukturen der beschriebenen Arabinoxylanseitenketten. Abgebildet sind Seitenketten mit
und ohne Ferulasdure (schwarz) aufgebaut aus Arabinose (dunkelgriin), Xylose (hellgriin) und Galactose
(gelb) (FA: 5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAX: B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-
L-Arabinofuranose, FAXG: a-L-Galactopyranosyl-(1—2)-B-b-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-
L-Arabinofuranose, FAXGX: a-D-Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-Galactopyranosyl-(1—2)-B-D-Xylopyranosyl-
(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAXGG: a-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-L-Galactopyra-
nosyl-(1—2)-B-b-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose, AX: [B-D-Xylopyranosyl-
(1—2)-L-Arabinofuranose, XA: a-D-Xylopyranosyl-(1—3)-L-Arabinofuranose; modifiziert nach Allerdings
et al., 2006; Schendel, 2016).

Es ist festzuhalten, dass Arabinoxylane aus Mais hohere Mengen an mit Ferulasdure
veresterten Seitenketten aufweisen und diese zum Teil deutlich komplexer aufgebaut sind
als die Seitenketten in anderen Getreidearten. Neben den bereits beschriebenen Seiten-

ketten konnten aus Maiskleie zwel weitere auf FAXG basierende Seitenketten mit vier
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1.2 Kohlenhydrate in Futtermitteln

Monosaccharideinheiten isoliert und charakterisiert werden. Sie sind in Abbildung 4
gezeigt (Allerdings et al., 2006). Die Anzahl und Komplexitit der Seitenketten beeinflusst
die Eigenschaften des Arabinoxylans beispielsweise in Hinsicht auf die Loslichkeit, aber

auch die Zugénglichkeit und damit Verdaubarkeit durch Enzyme (vgl. Kapitel 1.4.2).

In Arabinoxylanen kommen neben mit Ferulasdure veresterten Seitenketten auch Seiten-
ketten vor, die nicht mit Ferulasdure verestert vorliegen, allerdings sind diese deutlich
weniger umfangreich untersucht. In der Literatur werden zum Teil Seitenketten ohne
Ferulasiure beschrieben, beispielsweise die Seitenkette p-D-Xylopyranosyl-(1—2)-L-Ara-
binose (AX), die analog zu FAX aufgebaut ist (s. Abbildung 4) (Ebringerova et al, 1992;
Pastell et al, 2009). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Arabinoxylane hiufig unter alka-
lischen Bedingungen extrahiert werden. Dies fithrt dazu, dass die gebundene Ferulasiure
wahrend der Extraktion hydrolytisch abgespalten wird. Werden anschlielend die Seiten-
ketten untersucht, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Seitenkette in
ihrer nativen Form mit Ferulasaure verestert vorlag oder nicht. Aus diesem Grund wurde
in der Arbeit von Schendel (2016) wiahrend der gesamten Aufarbeitung auf alkalische
Bedingungen verzichtet. Es konnte gezeigt werden, dass die Seitenkette AX tatséchlich in
verschiedenen Getreidesorten natiirlicherweise vorkommt und es sich nicht nur um ein
Abbauprodukt von FAX handelt. Zuséitzlich wurde a-D-Xylopyranosyl-(1—3)-L-Arabinose
(XA) als weitere Arabinoxylanseitenkette ohne Ferulasiure isoliert und charakterisiert

sowie in verschiedenen Getreidesorten nachgewiesen (Schendel, 2016).

Xyloglucane, die néchste Polysaccharidgruppe innerhalb der Hemicellulosen, sind insbe-
sondere beim Aufbau der Zellwand von dikotylen und nicht-commeliniden monokotylen
Pflanzen von Bedeutung und nehmen dort im Hemicellulose-Cellulose-Netzwerk den
Platz der Arabinoxylane ein. Sie besitzen, wie die Cellulose, ein Riickgrat aus B-(1—4)-
verknipfter D-Glucopyranose, an das in regelméfiger Abfolge a-D-Xylopyranoseeinheiten
als Substituenten tiber die O-6-Position glykosidisch gebunden sind. An diese kénnen
tiber die O-2-Position wiederum weitere Monosaccharide wie D-Galactopyranose, L-Ara-
binofuranose und D-Xylopyranose gebunden sein. Die Galactoseeinheiten kénnen des
Weiteren fucosyliert oder acetyliert vorliegen (Scheller & Ulvskov, 2010; Tuomivaara
et al., 2015). Zur einfacheren Benennung entwickelten Fry und Mitarbeitende (1993) eine
Buchstabencodierung fiir die Seitenketten von Xyloglucanen. In Abbildung A2 (Kapitel
9.1) sind typische Struktureinheiten und ihr Buchstabencode gezeigt. Der Substitutions-
grad und das Substitutionsmuster sind abhéngig von der Pflanzenfamilie sowie dem
Gewebe (Schultink et al, 2014).

Mannane spielen in der Zellwand mengenméfig eine untergeordnete Rolle. Grundsatzlich
konnen sie in vier Gruppen unterteilt werden: Lineare Mannane, Galactomannane, Gluco-
mannane und Galactoglucomannane. Lineare Mannane sind Homopolysaccharide aufge-
baut aus B-(1—4)-glykosidisch verkniipfter D-Mannopyranose. Galactomannane kommen
hauptséchlich als Speicherkohlenhydrate in Samen vor. Sie besitzen das gleiche Riickgrat
wie lineare Mannane, jedoch liegen die Mannoseeinheiten in unterschiedlichen Abstadnden
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1 Einleitung

uber die O-6-Position mit a-D-Galactopyranoseeinheiten substituiert vor. Im Unterschied
dazu ist das Riickgrat der Glucomannane aus B-(1—4)-verkniipften D-Mannopyranose-
und D-Glucopyranoseeinheiten aufgebaut. Die Mannoseeinheiten konnen ebenfalls tiber
die O-6-Position Galactoseeinheiten tragen. Ist dies der Fall wird das Polysaccharid als
Galactoglucomannan bezeichnet. Beide kommen hauptsichlich in der Zellwand von
Hélzern vor (Ebringerova, 2006; Moreira & Filho, 2008).

Mixed-linked B-Glucane sind Hemicellulosen, die in der Familie der SiiBgriaser (Poaceae)

vorkommen. Es handelt sich um unverzweigte Homopolysaccharide, die aus p-(1—4)- und
B-(1—3)-verkniipften D-Glucopyranoseeinheiten aufgebaut sind. Dabei liegen Blécke aus
B-(1—4)-verkniipften Glucoseeinheiten vor, die iiber eine B-(1—3)-Bindung miteinander
verknipft sind. Die Blocke umfassen meist drei oder vier Glucoseeinheiten, zum Teil
kommen auch lingere p-(1—4)-verkniipfte Abschnitte vor (Scheller & Ulvskov, 2010). Der
Gehalt von mixed-linked B-Glucanen liegt beispielsweise in Hafer und Gerste bei 3 - 12 %
(Ebringerova, 2006), bei Mais sind die Anteile geringer (< 1 %) (Bach Knudsen, 1997).

1.2.3.4 Pektine

Pektine sind hochkomplexe Polysaccharide, die insbesondere in der Zellwand von dikoty-
len und nicht-commeliniden monokotylen Pflanzen in gréfleren Mengen vorkommen. Sie
bestehen aus mehreren Strukturelementen, die verschiedenste Polysaccharidstrukturen
umfassen. Die Hauptstrukturelemente sind Homogalacturonane und Rhamnogalacturo-
nane Typ I, die mit neutralen Seitenketten substituiert vorliegen. Bei diesen Seitenketten
handelt es sich um Arabinane sowie (Arabino-)Galactane Typ I und Typ II. Weitere
Strukturelemente des Pektins sind Rhamnogalacturonane Typ II, welche in geringeren
Mengen vorkommen und Xylogalacturonane, welche nur vereinzelt vorzufinden sind. In
Abbildung 5 sind die Strukturelemente der Pektine schematisch dargestellt. Die einzel-
nen Strukturen werden im Folgenden detaillierter erldutert. Es gibt verschiedene
Modelle, die die makromolekulare Struktur von Pektinen beschreiben. Das verbreitetste
Modell ist das der Smooth and Hairy Regions. Es basiert darauf, dass in der Pektinstruk-
tur Bereiche vorkommen, die aus linearen Homogalacturonanen aufgebaut sind, die soge-
nannten Smooth Regionsund andere kovalent gebundene Bereiche, in denen die verzweig-
ten Rhamnogalacturonane Typ I mit ihren neutralen Seitenketten dominieren, die soge-

nannten Hairy Regions (Vries et al., 1982).

Homogalacturonane sind Homopolysaccharide, aufgebaut aus a-(1—4)-glykosidisch ver-

kniipften D-Galactopyranuronsiureeinheiten. Die Sduregruppen konnen methylverestert
vorliegen und tber die O-2- und/oder O-3-Position kénnen Acetylgruppen gebunden sein.
Der Methylierungs- und Acetylierungsgrad variiert abhéngig von Pflanze und Gewebe
und hat groBen Einfluss auf die Eigenschaften der Pektine (Caffall & Mohnen, 2009;
Voragen et al., 2009).
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Homogalacturonan Rhamnogalacturonan Typ | Xylogalacturonan

: ( OOO00 g
A A M
Arabinan Arabinogalactan Typ | O Arabinogalactan Typ Il
O« 00
U 0
o-D-Galactopyranuronsaure O a . B

O a-L.-Rhamnopyranose @® Methylierung

B-D-Xylopyranose A Acetylierung

OO a-L-Arabinofuranose/-pyranose 2> Verknipfung an Rhamno-
galacturonan Typ | Gber

B-b-Galactopyranose 0-4-Position der Rhamnose

Abbildung 5: Schematische Darstellung der einzelnen Strukturelemente von Pektinen (ohne Rhamno-
galacturonan Typ Il)

Rhamnogalacturonane Typ I besitzen ein Riickgrat aus alternierenden a-(1—2)-verkniipf-

ten L-Rhamnopyranoseeinheiten und a-(1—4)-verkniipften D-Galactopyranuronsiureein-
heiten. Die Kettenlange variiert je nach Quelle der Pektine. An dieses Riickgrat kénnen
iber die O-4-Position der Rhamnose verschiedene neutrale Seitenketten, aufgebaut aus
L-Arabinose und D-Galactose, gebunden sein. Diese konnen als einzelne Monosaccharid-
einheiten oder als oligomere Ketten vorliegen. Der Substitutionsgrad sowie die Linge und
die Zusammensetzung der Seitenketten variieren stark und sind abhingig von Pflanzen-
art, Gewebe und Entwicklungsstadium (Kaczmarska et al, 2022). Bei den Seitenketten
des Rhamnogalacturonan Typ I wird in Arabinane und (Arabino-)Galactane Typ I und

Typ IT unterschieden.

Arabinane bestehen aus einer Hauptkette, die aus a-(1—5)-glykosidisch verkniipften
L-Arabinofuranoseeinheiten aufgebaut ist. Diese konnen tiber die O-2- und/oder
O-3-Position mit a-L-Arabinofuranose oder kurzen Seitenketten aus a-(1—3)-verkniipften
L-Arabinofuranoseeinheiten substituiert sein (Voragen et al, 2009).

(Arabino-)Galactane des Typ I besitzen ein Grundgeriist aus p-(1—4)-glykosidisch ver-

kniipften D-Galactopyranoseeinheiten, in das weitere Arabinose- und Galactoseeinheiten
integriert sein konnen. Die Galactoseeinheiten des Riickgrats konnen tiber die O-6-Posi-

tion mit B-D-Galactopyranose substituiert vorliegen. Es ist beschrieben, dass vereinzelt
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auch B-(1—3)-glykosidisch verkniipfte Galactoseeinheiten im Riickgrat auftreten kénnen.
An das Rickgrat kann auBBerdem a-L-Arabinofuranose tiber die O-3-Position gebunden
sein. Des Weiteren kann eine L-Arabinopyranoseeinheit am nicht-reduzierenden Ende der
Hauptkette vorkommen oder als interne Einheit in das Rickgrat integriert sein
(Caffall & Mohnen, 2009; Voragen et al, 2009; Wefers et al., 2014).

(Arabino-)Galactane Typ II sind hochverzweigte Strukturen, die auf einem Riickgrat aus

B-(1—3)-glykosidisch verkniipfter D-Galactopyranose basieren. Daran kénnen Arabinose-
und vereinzelt Galactoseeinheiten sowie Ketten aus B-(1—6)-glykosidisch verkniipften
Galactoseeinheiten, die wiederum mit Arabinose substituiert vorliegen kénnen, gebunden
sein. (Arabino-)Galactane Typ II liegen hauptséchlich mit Proteinen assoziiert vor
(Carpita & Gibeaut, 1993; Voragen et al, 2009).

Rhamnogalacturonane Typ IT weisen eine hochkomplexe Struktur auf. Das Riickgrat be-
steht, wie beim Homogalacturonan, aus a-(1—4)-glykosidisch verkniipften D-Galacto-
pyranuronsdureeinheiten, allerdings sind daran in diesem Fall verzweigte Seitenketten
gebunden. Diese Seitenketten bestehen aus zwolf verschiedenen, zum Teil sehr selten vor-
kommenden Monosacchariden (z. B. L-Fucose und D-Apiose), die iiber verschiedenste
Bindungstypen verkniipft sind. Eine Besonderheit des Rhamnogalacturonan Typ II ist,
dass die Struktur als hochkonserviert gilt und tber viele Pflanzenspezies hinweg anzu-
treffen ist (Mohnen, 2008; Caffall & Mohnen, 2009).

Xylogalacturonane basieren ebenfalls strukturell auf dem Homogalacturonanrickgrat,

wobei die Galacturonsdureeinheiten tiber die O-3-Position mit B-D-Xylopyranose substi-
tuiert vorliegen konnen. Der Substitutionsgrad variiert zwischen 25 und 75 % je nach
Ursprung der Pektine. Die Sduregruppen kénnen ebenfalls, wie beim Homogalacturonan,
methylverestert vorliegen. Xylogalacturonane kommen nicht in allen Pektinen vor. Sie
sind hauptséchlich fiir Pektine aus reproduzierendem Gewebe wie Friichten und Samen
beschrieben (Voragen et al., 2009). Vereinzelt konnten neben monomeren Xyloseeinheiten
auch Xylosedimere als Seitenketten nachgewiesen werden. Aus der 16slichen Polysaccha-
ridfraktion von Sojabohnen war es sogar moglich ldngere Xyloseseitenketten mit bis zu
sieben Xyloseeinheiten zu identifizieren. Diese waren B-(1—4)-verkniipft und wiesen eine
Verzweigung iiber die O-2-Position auf (Nakamura et al, 2002; Caffall & Mohnen, 2009).

1.3 Verdauungstrakt von Hithnergefliigel

Im Verdauungstrakt findet die Zerkleinerung des Futters und anschlieBend die
Resorption der Nihrstoffe statt. Dazu miissen in der Nahrung enthaltene Makromolekiile
zu resorbierbaren Stoffen umgesetzt werden. Hierfiir werden vom Organismus spezifische
Enzyme produziert, aullerdem finden im unteren Abschnitt des Verdauungstraktes
mikrobielle Fermentationsprozesse statt. Die Hauptnahrstoffe im Futter sind Fette,
Proteine und Kohlenhydrate. Da im Rahmen dieser Arbeit die Oligosaccharide, die im
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1.3 Verdauungstrakt von Hithnergefligel

Verdauungstrakt vorhanden sind, untersucht werden sollen, liegt der Fokus im Folgenden

insbesondere auf der Verdauung von Kohlenhydraten.

1.3.1 Aufbau des Verdauungstrakts

Der Verdauungstrakt von Gefliigel beginnt mit dem Schnabel und setzt sich anschlielend
zusammen aus Speiserohre, Kropf, Drisenmagen, Muskelmagen, Diinndarm und Dick-

darm. Dies ist in Abbildung 6 am Beispiel des Huhns schematisch dargestellt.

Schnabel I—\

Speiserdhre I—\
Kropf I—\

Driisenmagen f——1 | ™\

Muskelmagen

Blindddarme
(Caeca)

Enddarm Dickdarm
/—| Kloake

% ——] Huftdarm (lleum)

Leber ~_" ] Meckel-Divertikel
. Dinndarm
Bauchspeicheldrise Leerdarm (Jejunum)
(Pankreas) Zwolffingerdarm

(Duodenum)

Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Verdauungstrakts von Gefliigel am Beispiel des Huhns.
Hervorgehoben sind das lleum in blau und die Caeca in rot (modifiziert nach Jeroch et al., 2019).

Der Schnabel dient der Futteraufnahme. Nach Zugabe von Sekret aus den Speicheldriisen
gelangt das aufgenommene Futter vorerst unzerkleinert tber die Speiserdhre in den
Kropf. Dort kann es gespeichert werden, solange der nachfolgende Driisenmagen voll ist.
Im Drisenmagen wird das aufgenommene Futter mit Drisensekret versetzt, welches
hauptsichlich Schleim, Pepsinogen und Salzsdure enthélt. Darauf folgt der Muskel-
magen, auch als Kaumagen bezeichnet, in dem die mechanische Zerkleinerung der Nah-
rung stattfindet. Der Muskelmagen besteht aus kraftigem Muskelgewebe und ist innen
mit einer dicken, gefurchten Schicht Hornhaut, der sogenannten Koilinschicht, iiberzogen.
Durch Kontraktion kann der Inhalt des Kaumagens zermahlen werden, womit er die
Funktion der bei Végeln nicht vorhandenen Zahne ersetzt. Dieser Mechanismus wird vom
sogenannten Grit unterstiitzt. Dabei handelt es sich beispielsweise um kleine Steinchen,
die mit dem Futter aufgenommen werden. AnschlieBend gelangt der Nahrungsbrei in den
Diinndarm (Svihus, 2014; Jeroch et al, 2019).

Im Diinndarm finden hauptsachlich Verdauungs- und Resorptionsprozesse statt. Hierfir
werden in der Bauchspeicheldriise (Pankreas) Enzyme zum Abbau der Makronihrstoffe
produziert und in den Dinndarm abgegeben. Die Bauchspeicheldriise von Gefliigel ist

dhnlich aufgebaut wie bei Sdugetieren. Ihr Sekret enthédlt unter anderem Amylasen,
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Lipasen und Proteasen. Um die Resorption der Néahrstoffe so effizient wie moglich zu
gestalten, befinden sich an der Innenwand des Diinndarms Darmzotten und Mikrovilli,
wodurch die Oberfliche um ein Vielfaches vergroBert wird. Der Dinndarm besteht,
anders als bei Saugetieren, aus nur zwei Abschnitten: Duodenum (Zwélffingerdarm) und
Jejunoileum (Leer- und Hiiftdarm). Bei Gefliigel unterscheiden sich Jejunum und Ileum
anatomisch nicht voneinander (Jeroch et al, 2019). Fiir Analysezwecke wird das Gewebe
oder der Inhalt des Jejunoileums dennoch hiufig aufgeteilt und als Jejunum und Ileum
separat voneinander gesammelt und untersucht. Da diese Abschnitte nicht eindeutig
definiert sind, gibt es unterschiedliche Herangehensweisen bei der Probennahme. Das
Duodenum liegt in Form einer ldnglichen Schleife vor, in die die Bauchspeicheldriise
eingebettet ist. Am Ende des Duodenums miinden die Pankreas- und Gallengénge in den
Dinndarm, dadurch kann das Duodenum eindeutig vom folgenden Jejunum abgegrenzt
werden. Ungefahr in der Mitte des verbleibenden Abschnitts befindet sich das Meckel-
Divertikel, ein Uberbleibsel des embryonalen Dottersacks. Eine gingige Variante bei der
Probengewinnung ist es, dieses Meckel-Divertikel als Ubergang von Jejunum zu Ileum
anzunehmen und das Jejunoileum entsprechend aufzuteilen. Der Diinndarm endet an der
Stelle, an der die Blindddrme abzweigen und geht dort in den Enddarm tber
(Samanya & Yamauchi, 2002; de Verdal et al, 2010; Jeroch et al, 2019). Es konnte gezeigt
werden, dass die Verdauungs- und Resorptionsprozesse von Fetten, verdaubaren Kohlen-
hydraten und Proteinen am Ende des Jejunums nahezu vollstdndig abgeschlossen sind.
Im Ileum werden diese Prozesse vollendet, wobei dort die Resorption von Mineralstoffen

und Wasser iiberwiegen (Svihus, 2014).

Bei Végeln werden unter dem Begriff Dickdarm die paarig angelegten Blinddédrme (Caeca,
Singular: Caecum) und der Enddarm (Rectum) zusammengefasst. Anders als bei Sauge-
tieren gibt es in der Regel keinen Colonabschnitt (Grimmdarm). Dafiir weist der Verdau-
ungstrakt von Vogeln zwei Blindddarme auf, die an den Verdauungsprozessen beteiligt
sind. In ihnen befindet sich ein GroBteil des Mikrobioms, wodurch sie Hauptort des mikro-
biellen Verdaus sind (vgl. Kapitel 1.3.3) (Jeroch et al, 2019). Die Blindddrme sind sack-
formig aufgebaut und haben je eine Offnung, die zugleich Ein- und Ausgang ist. Bei ausge-
wachsenen Hiithnern sind die Blinddérme ca. 13 - 22 cm lang (Morgan, 2023). Sie werden
durch antiperistaltische Bewegungen gefiillt, wobei die Befiillung und Entleerung un-
regelmaBig und eher selten erfolgt (ca. 1 - 2 Mal am Tag). Somit gelangt nur ein Teil des
Darminhalts in die Blindddrme und kann dort von Mikroorganismen verstoffwechselt
werden, der Rest wird direkt in den Enddarm transportiert und ausgeschieden. Wie grol3
der Anteil ist, der in die Blinddarme gelangt, ist nicht abschlieBend geklart. Die Durch-
mischung des Blinddarminhalts erfolgt durch peristaltische Bewegungen. Es wird
beschrieben, dass aufgrund des schmalen Eingangs eine Selektion stattfindet und nur
fein gemahlenen Partikel sowie 16sliche und niedermolekulare Stoffe in die Blindddrme
gelangen (Svihus et al, 2013; Svihus, 2014; Morgan, 2023). In der Literatur wird disku-
tiert, ob es einen Rickfluss, auch bezeichnet als Reflux, gibt, bei dem Darminhalt vom

Enddarm zuriick in das Ileum transportiert wird. Dadurch wéare es moglich, dass Mikro-
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organismen und Fermentationsprodukte aus den Blindddrmen in das Ileum gelangen
(Svihus et al,, 2013; Morgan, 2023). Es gibt mehrere Studien, bei denen solche Prozesse
nicht zu beobachten waren (Svihus et al, 2013). Sacranie und Mitarbeitende (2012)
wiederum konnten zeigen, dass ein Marker, der in den Enddarm injiziert wurde, spiter
in allen Abschnitten des Diinndarms sowie im Magen nachweisbar war, was auf antiperis-
taltische Bewegungen entlang des gesamten Verdauungstrakts hindeutet. Unumstritten
ist, dass eine der Hauptaufgaben des Blinddarms die Resorption von Mineralstoffen und
Wasser ist (Svihus, 2014). Der nachfolgende Enddarm ist sehr kurz und endet in der
Kloake. Dort werden Kot und Harn vor der Ausscheidung gesammelt (Jeroch et al,, 2019).

Die Futterdurchgangszeit ist bei jungem Gefligel verhaltnisméBig kurz und belduft sich
insgesamt auf ca. vier Stunden, wobei die lange Verweildauer in den Caeca (mehrere Stun-
den bis ein Tag) nicht beriicksichtigt ist. Nach der Futteraufnahme ist es vom Fiitterungs-
zustand abhéingig, wie lange sich das aufgenommene Futter im Kropf befindet. Ist der
Kropf leer, gelangt die Nahrung direkt in den Driisenmagen und weiter in den Muskel-
magen. Sind die Mégen gefiillt, wird die Nahrung im Kropf gespeichert und kontinuierlich
in den Driisenmagen abgegeben. Die mittlere Verweildauer in Driisen- und Muskelmagen
liegt bei ca. 30 bis 60 Minuten und ist unter anderem abhéngig von der Partikelgrofle des
Futters, die die Dauer des Mahlprozesses beeinflusst. Die Aufenthaltszeit im Duodenum
1st sehr kurz und wird auf wenige Minuten geschitzt. Um das Jejunum zu passieren, beno-
tigt der Darminhalt etwa 40 bis 60 Minuten. Die Passagezeit fiir den Ileumabschnitt ist
ungefahr doppelt so lang. Damit liegt die Durchgangszeit fiir den Diinndarmabschnitt bei
insgesamt zwei bis drei Stunden (Svihus, 2014; Jeroch et al, 2019).

Entlang des Verdauungstrakts liegen in den unterschiedlichen Abschnitten verschiedene
pH-Werte vor, die mit den Optima der Verdauungsenzyme ubereinstimmen. Der pH-Wert
im Kropf ist stark abhéngig vom Futter und liegt im Bereich von 4,5 bis 6,0. Der Verdau-
ungssaft, der im Driisenmagen produziert wird, hat einen pH-Wert von ungefihr 2,0, was
zu einer Senkung des pH-Werts fiihrt. Fiir den Inhalt des Muskelmagens werden in der
Literatur Werte von pH 1,9 bis 4,5 angegeben, wobei der Mittelwert hiufig zwischen
pH 3,0 und 4,0 liegt. Im Duodenum werden Sekrete des Pankreas zugefiihrt und dadurch
der pH-Wert des Diinndarminhalts auf ungefahr 6,0 angehoben. Der pH-Wert im Caecum
wird unter anderem vom Mikrobiom beeinflusst und ist mit Werten im Bereich von pH 6,3
und 7,0 etwas hoher als im Diinndarm (Svihus et a/, 2013; Svihus, 2014; Mabelebele
et al, 2017; Khan et al., 2020).

1.3.2 Verdauung von Kohlenhydraten

Im Verdauungstrakt werden verschiedene Enzyme fiir den Abbau von Nihrstoffen
produziert. Die Hauptnihrstoffe Kohlenhydrate, Proteine und Fette werden dadurch zu
Monosacchariden, Aminosiduren und Monoglyceriden bzw. Glycerin und Fettsduren abge-
baut und anschlieend resorbiert. Die Enzyme gelangen tiber Sekrete in das Lumen des

Verdauungstrakts oder liegen membrangebunden in der Birstensaumregion vor. Die
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Enzyme und Resorptionsvorgénge von Monogastriern, zu denen sowohl viele Sdugetiere

(z. B. der Mensch) als auch die Végel zihlen, dhneln sich.

Der Verdau von Kohlenhydraten durch korpereigene Enzyme ist bei Gefliigel, wie auch
bei Saugetieren, auf den Abbau von Stirke und Glykogen sowie wenige Disaccharide
begrenzt. Glykogen ist ein tierisches Speicherpolysaccharid und kommt in pflanzen-
basierten Futtermitteln nicht vor. Anders als bei anderen Végeln und Sidugetieren produ-
ziert die Speicheldriise von Hithnergefliigel keine a-Amylase. Dadurch beginnt der enzy-
matische Verdau von Kohlenhydraten durch kérpereigene Enzyme erst im Duodenum, wo
Pankreassekret und Gallensaft in den Diinndarm abgegeben werden. Das Pankreassekret
enthilt a-Amylase, ein Endoenzym, das a-(1—4)-glykosidische Bindungen zwischen Glu-
coseeinheiten spaltet. Dadurch wird Starke in Di- und Oligosaccharide gespalten. Es ent-
stehen Maltose, Maltotriose und weitere Oligosaccharide, die zum Teil a-(1—6)-glyko-
sidische Verzweigungen, iiberwiegend aus dem Abbau von Amylopektin, aufweisen (vgl.
Kapitel 1.2.2). Der weitere Abbau bis zur Glucose, die schlieBlich resorbiert wird, erfolgt
durch membrangebundene Exoenzyme wie Glucoamylase, a-1,6-Glucosidase, Maltase,
Isomaltase und Maltotriase. Weitere Enzyme zur Spaltung von Disacchariden, die nicht
ausschlieflich aus Glucose aufgebaut sind, liegen ebenfalls membrangebunden vor. Zu
ithnen gehort die Invertase, die Saccharose in Glucose und Fructose spaltet. Lactase, zur
Spaltung von Lactose, kommt im Verdauungstrakt von Gefliigel nicht vor (Jeroch et al,
2019).

Durch koérpereigene Enzyme koénnen nur die beschriebenen Kohlenhydrate gespalten
werden. Es werden keine Enzyme zum Abbau von NSP produziert. Auch Oligosaccharide
mit anderen Bindungstypen kénnen nicht von kérpereigenen Enzymen abgebaut werden.
Dazu gehoren beispielsweise RFO, fiir deren vollstindige Spaltung ein Enzym mit
a-Galactosidaseaktivitat erforderlich wére. Im Magen ist aufgrund des niedrigen
pH-Werts ein geringfiigiger Abbau von NSP durch saure Hydrolyse denkbar. Abgesehen
davon konnen diese Kohlenhydrate nicht gespalten werden und gelangen unverdaut bis
zum Ende des Diinndarms (Choct et al, 2010). Ein Teil der nicht verdauten Kohlenhydra-
te gelangt in die Blindddrme und kann dort von Mikroorganismen verstoffwechselt wer-

den. Diese Prozesse werden im folgenden Kapitel beschrieben.

1.3.3 Mikrobiom und mikrobieller Verdau von Kohlenhydraten

In allen Abschnitten des Verdauungstrakts kommen Mikroorganismen vor, die in ihrer
Gesamtheit als das Mikrobiom bezeichnet werden. Bei Hithnergefliigel sind vor allem die
Blinddarme stark besiedelt und damit, anders als bei den meisten Sdugetieren, Hauptort
der mikrobiellen Fermentation. Dabei werden hauptsédchlich Kohlenhydrate zu Milch-
saure (Lactat) und kurzkettigen Fettsiuren (SCFA, engl.: Short-Chain Fatty Acids) umge-
setzt. Uberwiegend gebildete SCFA sind Essigsdure (Acetat), Propionsdure (Propionat)
und Buttersiure (Butyrat). Die Fermentation wird durch die vergleichsweise lange
Verweildauer des Darminhalts in den Blindddrmen beglinstigt.
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Bereits im Kropf und Magen kann es durch die dort vorkommenden Mikroorganismen zu
einer geringfiigigen Fermentation von verdaubaren Kohlenhydraten kommen, hierbei
entstehen tiberwiegend Lactat und Acetat. Im Diinndarm vorkommende Bakterien kon-
nen ebenfalls verdaubare Kohlenhydrate verwerten. Komplexere Saccharide werden hier
nur in sehr geringem Umfang fermentiert und der Abbau beschriankt sich auf kurzkettige
und l6sliche Kohlenhydrate. Hauptfermentationsprodukte im Diinndarm sind ebenfalls
Acetat und Lactat (Rehman et al, 2007). Im Diinndarm nicht abgebaute und resorbierte
Bestandteile der Nahrung gelangen in den Dickdarm und zum Teil in die Blinddérme (vgl.
Kapitel 1.3.1). Dabei handelt es sich iiberwiegend um NSP, wobei auch kleine Anteile an
nicht resorbierten Mono- und Oligosaccharide sowie resistente Stiarke in die Blinddarme
gelangen konnen. Bei Broilern sind im Durchschnitt 2 % der vorhandenen Stirke am
Ende des Ileums noch nicht verdaut (Weurding et al, 2001). In den Blinddéirmen kommen
Mikroorganismen vor, die in der Lage sind, Enzyme zum Abbau von NSP zu produzieren
und diese zu verstoffwechseln. Dabei entstehen hauptsichlich Acetat, Butyrat und Pro-
pionat. Die Anteile und Konzentrationen der SCFAs sind unter anderem abhingig vom
Futter und den darin enthaltenen NSP sowie der Zusammensetzung des Mikrobioms.
Gebildete SCFAs kénnen vom Wirt, in diesem Fall dem Huhn, resorbiert und als Energie-
quelle genutzt werden. Damit tragen NSP indirekt zum Energiehaushalt bei, wobei ihr
Anteil als eher gering (ca. 3,5 % des Gesamtenergiebedarfs) eingeschitzt wird (Jeroch
et al., 2019). SCFAs haben noch weitere niitzliche Eigenschaften, so wird insbesondere
Butyrat, unter anderem aufgrund seiner entziindungshemmenden Eigenschaften, als
positiv bewertet (Rehman et aZ, 2007; Mahmood & Guo, 2020).

Das Mikrobiom von Hithnergefliigel hat neben der Fermentation von nichtverdauten Koh-
lenhydraten weitere wichtige Funktionen. Durch die Besiedelung der Innenseite der
Darmwand kann die Ausbreitung von pathogenen Bakterien, wie Salmonella und Cam-
pylobacter, reduziert werden. Des Weiteren produzieren die Mikroorganismen wasserlos-
liche Vitamine und beeinflussen den Stickstoffhaushalt sowie das Immunsystem (Shang
et al, 2018).

1.3.3.1 Zusammensetzung des Mikrobioms

Die Zusammensetzung der Mikroorganismen ist sehr komplex. Bei Hiihnern besteht das
Mikrobiom aus Bakterien, Archaea, Eukarya (z. B. Pilze, Parasiten) und Viren, wobei
Bakterien dominieren. Im Blinddarm betridgt ihr Anteil ungefihr 98 % (Glendinning
et al., 2020). Das Mikrobiom im Blinddarm ist sehr vielfiltig und Daten aus der Literatur
weisen grofle Unterschiede in der Zusammensetzung auf. Es gibt viele Faktoren, die das
Mikrobiom beeinflussen konnen, dazu zdhlen Genotyp, Brutbedingungen und Gesundheit
der Zuchttiere sowie Haltungsform und Fiitterung (Mahmood & Guo, 2020). In Studien
konnte gezeigt werden, dass selbst bei Tieren aus der gleichen Herde (gleicher
Broilergenotyp, gleiches Futter) groBe Unterschiede im Mikrobiom auftreten kénnen. Dies
verdeutlicht die Diversitit und Individualitit des Mikrobioms (Stanley et al, 2013; Elling-
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Staats et al, 2022). Bei der generellen Zusammensetzung des Mikrobioms von Hithnern
haben sich drei Faktoren als besonders bedeutsam herausgestellt: Das Alter des Tiers, der
Abschnitt des Verdauungstrakts und die Futterzusammensetzung (Shang et al, 2018;
Mahmood & Guo, 2020). Durch die Zusammensetzung des Futters und entsprechende
Zusitze ist es moglich, das Mikrobiom zu beeinflussen. Diese Zusammenhinge werden in

Kapitel 1.4.1 weiter ausgefiihrt.

Wenn ein Kiken schlipft, befinden sich im Verdauungstrakt sehr wenig Mikroorga-
nismen. In der Natur kommt das Kiiken direkt mit dem Mikrobiom der Mutterhenne in
Bertihrung, bei der kommerziellen Aufzucht fehlt dieser Kontakt fiir gew6hnlich. Die
Besiedelung des Verdauungstrakts findet in den ersten Lebenstagen statt und ist stark
von den Umweltbedingungen, z. B. vorhandene Mikroorganismen in Futter und Wasser,
abhingig (Shang et al, 2018; Mahmood & Guo, 2020; Bedford & Apajalahti, 2022). Bei
sehr jungen Tieren sind die Funktionen des Verdauungstrakts noch nicht vollstidndig
ausgebildet. Dadurch werden leichtverdaubare Néahrstoffe nicht vollstindig resorbiert
und gelangen in die unteren Abschnitte des Verdauungstrakts, wo sie den Mikroorga-
nismen zur Verfiigung stehen. Wird das Tier &lter, ist es in der Lage die verdaubaren
Nihrstoffe nahezu vollstdndig zu resorbieren. Zusitzlich entwickelt sich das Mikrobiom
im Dinndarm und fermentiert leichtverdaubare Substrate wie beispielsweise Oligosac-
charide und gut zugénglich Polysaccharide. In Folge dessen gelangen nur noch kom-
plexere und schwerer bzw. nicht verdaubare Inhaltstoffe, wie NSP, in den Dickdarm und
das Mikrobiom dort muss sich entsprechend anpassen. Allgemein wurde beobachtet, dass
in einer Umgebung mit vielen verfiigharen Néahrstoffen die Vielfalt an Mikroorganismen
eher geringer ist. Dies trifft beispielsweise auf das Mikrobiom im Dinndarm zu. Sind
weniger und Uiberwiegend komplexere Substrate vorhanden, wie es im Blinddarm der Fall
ist, werden fir den Abbau in der Regel mehrere verschiedene Mikroorganismen benotigt,
weshalb sich ein komplexeres Mikrobiom mit einer deutlich héheren Diversitéat ausbildet.
(Bedford & Apajalahti, 2022). Bei einer Studie, in der das Mikrobiom im Blinddarm von
Broilern taglich analysiert wurde, konnte gezeigt werden, dass sich das Mikrobiom bis
Tag 12 schnell und divers entwickelt. Dabei variierten sowohl die vorkommenden Spezies
als auch die Anzahl der Bakterien. Ab Tag 20 war eine Stabilisierung hinsichtlich beider
Parameter festzustellen (Ijaz et al, 2018). Daraus lisst sich schlieBen, dass sich ab diesem
Zeitpunkt ein Gleichgewicht zwischen verfiigharen Néahrstoffen und der Zusammenset-
zung des Mikrobioms eingestellt hat (Bedford & Apajalahti, 2022). Andere Studien
konnten erst nach 28 oder mehr als 42 Tagen eine Stabilisierung der Mikrobiomzusam-

mensetzung beobachten (Morgan, 2023).

Durch die unterschiedlichen Funktionen und verfiigharen Nahrstoffe in den einzelnen
Abschnitten des Verdauungstraktes siedeln sich dort unterschiedliche Mikroorganismen
an. Im Kropf dominieren fiir gew6hnlich Lactobazillen. Im Magen ist die Fermentations-
aktivitat aufgrund des niedrigeren pH-Werts geringer. Hier kommen laut Literatur
hauptsachlich Lactobazillen, Enterokokken, lactose-negative Enterobakterien und

coliforme Bakterien vor. Im Duodenum sind tberwiegend Lactobazillen, Clostridien,
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Streptokokken und Enterobakterien vorzufinden. Fiir den restlichen Teil des Diinndarms
variieren die Angaben in Abhéngigkeit von Alter und anderen Einflussfaktoren. Im Ileum
wird ebenfalls haufig die Gattung Lactobacillus als dominierend angegeben, aullerdem ist
unter anderem das Vorkommen von Clostridien, Streptokokken und Enterokokken
beschrieben. Die Gesamtkeimzahl im Dinndarm liegt im Bereich von 10% bis 109
koloniebildenden Einheiten pro Gramm Darminhalt (Rehman et al, 2007; Shang et al,
2018).

Wie bereits erwihnt, ist die Anzahl und Diversitiat der Mikroorganismen im Blinddarm
sehr hoch, die Gesamtkeimzahl dort liegt bei 10° bis 10! koloniebildenden Einheiten
(Shang et al, 2018). Wie ebenfalls beschrieben, gibt es groBe Unterschiede in den
Literaturdaten beziiglich der Zusammensetzung des Blinddarmmikrobioms. Dies kann
durch die vielen Einflussfaktoren (Futter, Umweltfaktoren etc.) sowie tierindividuelle
Effekte begriundet werden, aber auch durch die verwendeten Analysetechniken, die im
Laufe der Zeit weiterentwickelt und optimiert wurden. Elling-Staars und Mitarbeitende
(2022) haben eine Ubersicht iiber die meisten im Blinddarm von Broilern vorkommenden
Bakterien zusammengestellt. Demnach gehéren 50 - 96 % der vorkommenden Bakterien
zur Abteilung (Phylum) der Firmicutes. Ebenfalls hiufig kommen Bakterien der Abtei-
lung Bacteroidetes vor (0,2 - 21 %). Des Weiteren wurden Bakterien der Abteilungen Pro-
teobacteria (0,3 - 14 %), Actinobacteria (0,2 - 2,5 %), Tenericutes (1,7 - 2,6 %), Cyanobacte-
ria (0,2 - 2,5 %), Verrucomicrobiota (0,4 %) und Lentisphaerae (0,1 %) nachgewiesen. In
Abbildung 7 sind einige im Broilermikrobiom vorkommende Bakteriengattungen und ihre
taxonomische Einordnung aufgefiihrt. Neben den erfassten Bakterienarten kommen im
Blinddarm von Hiithnern viele bisher nicht identifizierte bzw. klassifizierte Bakterien vor
(Elling-Staats et al, 2022).

1.3.3.2 Mikrobielle Enzyme zum Abbau von Nicht-Stirke-Polysacchariden

Die Bakterien im Blinddarm von Hithnern sind in der Lage eine Vielzahl von Enzymen
zum Abbau von NSP zu produzieren. Diese konnen auf unterschiedliche Arten charakteri-
siert werden. Eine Moglichkeit ist die Bestimmung der Enzymaktivitat durch Zugabe
eines bestimmten Substrats (Bautil et al, 2019). Eine andere Herangehensweise ist die
Sequenzierung und Auswertung der DNA, um durch einen Datenbankabgleich Genab-
schnitte zu identifizieren, die wahrscheinlich fiir bestimmte Enzymaktivitdten codieren.
Dabei kénnen diese Genabschnitte den Bakteriengruppen, in denen sie vorkommen, zuge-
ordnet werden. Von Sergeant und Mitarbeitenden (2014) liegt hierzu eine ausfiihrliche
Metagenomstudie fiir das Blinddarmmikrobiom von 42 Tage alten Broilern vor. Darin
wurde unter anderem das Vorkommen von Genabschnitten, die fiir Glykosid-Hydrolasen
(GH) codieren, untersucht. Es konnten Sequenzen fiir mehr als 200 verschiedene Enzyme
zum Abbau von NSP detektiert werden. Dabei traten vergleichsweise wenige

Genabschnitte auf, die fur Cellulasen und endo-Hemicellulasen codieren und viele,
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Abteilung Klasse Ordnung Familie Gattung
( Clostridiaceae Clostridium
Lachnospiraceae
Ruminococcus
Clostridia Clostridiales Faecalibacterium
Ruminococcaceae Ethanoligenens
Pseudoflavon
Firmicutes ~ Oscillibacter
Bacillales Bacillaceae Bacillus
Bacill Lactobacillaceae Lactobacillus
Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus
Leuconostocaceae Weissella
Negativicutes Selenomonadale Veillonellaceae {Sporomusa
L Megamonas
Bacteroidaceae Bacteroides
. Porphyromonadaceae {Parabacteroides
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Tannerella
Prevotallaceae Prevotella
Rikenellaceae Alistipes
Actinobacteria TN {A.c'Finomycet-aIes A.c'finomycet.aceae Af:t.inomyces.
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Pseudomonadales = Pseudomonadaceae Pseudomonas
. Gammaproteobacteria . {Salmonella
Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae o
Escherichia
Epsilonproteobacteria  Campylobacterales Campylobacteraceae = Campylobacter

Abbildung 7: Taxonomische Einordnung ausgewahlter Bakterien, die im Mikrobiom des Blinddarms von
Broilern nachgewiesen wurden (modifiziert nach Elling-Staats et al., 2022)

denen Enzyme zum Abbau von Oligosacchariden zugeordnet werden. Dies unterstiitzt die
Beobachtung, dass vorrangig niedermolekulare und l6sliche Polysaccharide in die Blind-
darme gelangen (vgl. Kapitel 1.3.1). AuBBerdem wurden mehr Sequenzen fiir Enzyme zum
Abbau von Xylanen als zum Abbau von B-Glucanen gefunden. Die Sequenzen fiir Enzyme
zur Spaltung von Xylanen, wie endo- und exo-Xylanasen, aber auch Arabinofuranosi-
dasen, wurden hauptsichlich den drei Bakterienklassen Actinobacteria, Clostridia und
Bacteroidia zugeordnet. Gene fiir Enzyme mit endo-Glucanaseaktivititen waren ver-
mehrt in den Bakterien der Klassen Negativicutes und Lentisphaerae vorzufinden. In
Bakterien konnen spezielle Komplexe vorkommen, sogenannte Polysaccharide Utilization
Systems (PUL), die Polysaccharide spalten und die Abbauprodukte direkt aufnehmen
konnen. Im Blinddarmmikrobiom von Broilern konnte eine Vielzahl fiir solche Komplexe
codierende Genabschnitte in der Abteilung der Bacteroidetes nachgewiesen werden
(Sergeant et al., 2014). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass beispielsweise Bakterien
der Familien Ruminococcaceae und Lachnospiraceae Genabschnitte besitzen, die fir
a- und B-Galactosidasen codieren (Biddle et al,, 2013).
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1.4 Industrielle Hihnergefliigelmast und Futtereffizienz

Die Nachfrage nach Hiithnerfleisch ist sehr grofl und stetig im Wachstum. Weltweit wer-
den iiber 100 Millionen Tonnen Hiihnerfleisch pro Jahr produziert (Zampiga et al, 2021).
Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurden uUber die Jahre schnellwachsende
Jungmasthiihner, auch als Broiler bezeichnet, geziichtet. Haufig eingesetzte Broilergeno-
typen sind ,Ross 308“ und ,,Cobb 500“. Die Mastdauer betriagt, je nach Mastverfahren,
zwischen 29 und 46 Tagen, und die Tiere erreichen zum Mastende tiblicherweise ein
Gewicht von 1,5 bis 3,2 kg (Jeroch et al, 2019).

Neben der Zucht spielt in der Gefligelproduktion die Fiitterung eine entscheidende Rolle.
Die Kosten fiir das Futter betragen etwa 70 % der Gesamtkosten (Borda-Molina et al.,
2018). Der Futteraufwand liegt bei Hochleistungstieren ungefahr im Bereich von 1,5 bis
1,7 kg Futter pro kg Gewichtszunahme, abhingig vom Alter und der Mastdauer. Der
mittlere Futterverzehr liegt in der 1. Woche bei ca. 23 g Futter pro Tag und steigt bis zur
6. Woche auf ca. 200 g Futter pro Tag (Jeroch et al, 2019). Zur Einschitzung der Futter-
verwertung bzw. Futtereffizienz wird in der Regel die Futterumwandlungsrate (FCR,
engl.: Feed Conversion Ratio) angegeben. Diese stellt in der Gefliigelmast das Verh#ltnis
zwischen Futteraufnahme und Kérpergewichtszunahme tiber eine bestimmte Zeit dar. Je
kleiner dieser Wert, desto weniger Futter wird bendétigt, um die gleiche Zunahme an
Korpergewicht zu erreichen. Parameter wie Korpergewichtszunahme, Futteraufnahme
und FCR werden haufig unter dem Begriff Leistung zusammengefasst. Grundsétzlich ist
es erstrebenswert die Futtereffizienz zu steigern. Neben der Senkung der Futterkosten
konnen dadurch auch Verbesserungen hinsichtlich 6kologischer Aspekte erreicht werden.
Wird der Futterbedarf gesenkt, werden beispielsweise weniger Fliachen fiir die Produktion
des Futtermittels bendétigt und es muss weniger Futter transportiert werden, was sich

z. B. positiv auf die CO2-Bilanz auswirkt (Zampiga et al, 2021).

Um die Futtereffizienz verbessern zu koénnen, sind verschiedene Faktoren zu bertick-
sichtigen. Einer dieser Faktoren ist die Verstoffwechselung im Tier, welche durch gezielte
Zichtung optimiert wurde. Ein anderer Faktor ist die Zusammensetzung des Futters und
somit die darin vorkommenden Inhaltstoffe. Dabei handelt es sich einerseits um Nahr-
stoffe, andererseits konnen aber auch antinutritive Stoffe enthalten sein, die die Verdau-
barkeit herabsetzen. Dazu zéhlen beispielsweise Trypsininhibitoren und Lektine in der
Sojabohne (vgl. Kapitel 1.1.2). Werden diese Stoffe im Futter identifiziert und reduziert
oder inaktiviert, kann dadurch die Futtereffizienz verbessert werden. NSP kénnen von
korpereigenen Enzymen nicht abgebaut werden und galten lange Zeit als antinutritive
Stoffe. Zwischenzeitlich ist jedoch ihr Einfluss auf das Mikrobiom und die Bedeutung des
Mikrobioms fiir die Gesundheit und damit auch die Leistung der Tiere bekannt. Deshalb
wird aktuell angestrebt, die antinutritiven Eigenschaften der NSP besser zu verstehen
und gezielt zu reduzieren, um beispielsweise die positiven Effekte auf das Mikrobiom

besser nutzen zu kénnen (Nguyen et al., 2021).
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1.4.1 Antinutritive und nutritive Effekte von Nicht-Stéirke-Polysacchariden

NSP gelangen unverdaut bis zum unteren Teil des Verdauungstraktes und tragen nur
indirekt zur Energiegewinnung bei (vgl. Kapitel 1.3). Um die N#hrstoffdichte des Futters
zu erhohen, wird deshalb der Anteil der Fasern haufig moglichst gering gehalten. Auller-
dem koénnen Nahrstoffe in Zellwandstrukturen eingeschlossen und damit nicht zuganglich
sein, was einer der Griinde ist, weshalb NSP als antinutritiv angesehen werden. Des
Weitern konnen einige NSP, beispielsweise Pektine und Arabinoxylane, die Viskositéat des
Darminhalts erhohen. Dies hat eine verminderte Nahrstofffreisetzung und -resorption zur
Folge. Zusatzlich verandern sich dadurch die Passagezeiten im Verdauungstrakt, wo-
durch beispielsweise das Wachstum von pathogenen Mikroorganismen begiinstigt werden
kann (Bedford, 2018; Tejeda & Kim, 2021; Nguyen et al,, 2021). Zusammenfassend lassen
sich zwei antinutritive Effekte festhalten: NSP kénnen die Viskositiat erh6hen und Nahr-

stoffe einschlieflen.

Dem entgegen stehen Erkenntnisse dartiber, dass NSP die Morphologie und Organaktivi-
tdt des Verdauungstrakts sowie das Mikrobiom positiv beeinflussen kénnen. Beispiels-
weise konnte gezeigt werden, dass durch einen hoheren Fasergehalt das Gewicht und die
Aktivitat des Magens sowie die Verweildauer erhoht wird. Dadurch wird das Futter besser
mechanisch zerkleinert und steht lidnger in Kontakt mit dem sauren pepsinhaltigen
Magensaft, was zu einer verbesserten Verdaubarkeit fiihren kann (Mahmood & Guo,
2020; Tejeda & Kim, 2021). Werden verdaubare Kohlenhydrate im Diinndarm vermehrt
resorbiert, stehen sie dem Mikrobiom im Blinddarm nicht mehr zur Verfiigung, woraufthin
sich dieses an die entsprechend verfiigharen Nihrstoffe anpassen muss (vgl. Kapitel
1.3.3.1). Ein entscheidender Faktor ist die Art und Zusammensetzung der im Futter
enthaltenen NSP. So konnte beispielsweise beobachtet werden, dass bei Broilern, die mit
Weizen gefiittert wurden, vermehrt Bakterien der Familien Lactobacillaceae und Bifi-
dobacteriaceae im Blinddarm nachzuweisen waren im Vergleich zu Broilern, die mit Mais
gefiittert wurden (Morgan, 2023). Um diese Zusammenhinge besser verstehen zu kénnen,
werden aktuell vermehrt Studien auf diesem Gebiet durchgefithrt (Mahmood & Guo,
2020; Nguyen et al., 2021; Tejeda & Kim, 2021).

Eine Moglichkeit, die oben beschriebenen antinutritiven Effekte der NSP zu minimieren,
ist der Einsatz von NSP-spaltenden Enzymen (NSPasen) im Futtermittel. Dabei kommen
unterschiedliche Enzymklassen zur Anwendung. Haufig eingesetzt werden Enzyme zur
Spaltung von Arabinoxylanen, da diese in hohen Anteilen in Getreide vorkommen und

zum Teil viskosititserhohende Eigenschaften aufweisen (Bedford, 2018).

1.4.2 Xylanasen

Im Futtermittelbereich werden meist endo-p-1,4-Xylanasen verwendet. Diese spalten
hydrolytisch die p-(1—4)-glykosidischen Bindungen innerhalb des Xylanriickgrats. Xyla-
nasen gehoren tiberwiegend zu den GH der Familie 10 und 11, wobei auch beispielsweise
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in den GH-Familien 5, 7, 8, 30 und 43 Xylanasen vorzufinden sind. Die Xylanasen spalten
je nach GH-Familie bevorzugt an unterschiedlichen Stellen im Xylanriickgrat (Bhardwaj
et al, 2019). GH10-Xylanasen benétigen mindestens zwei aufeinander folgende unsubsti-
tuierte Xyloseeinheiten, um das Xylanriickgrat spalten zu konnen. Als kleinstes Spalt-
produkt entsteht Xylobiose (X2). Sind Seitenketten im Xylan vorhanden, entstehen als
kleinste Spaltprodukte hiufig Oligosaccharide, die aus drei Xyloseeinheiten aufgebaut
sind und am nicht-reduzierenden Ende eine Seitenkette tragen. GH10-Xylanasen
tolerieren auch Seitenketten, die mit Ferulasiure verestert vorliegen (Biely et al, 2016;
Nordberg Karlsson et al.,, 2018). GH11-Xylanasen bevorzugen unsubstituierte Abschnitte.
Sie benotigen fiir die Spaltung mindestens drei Xyloseeinheiten ohne Seitenketten, wobei
die Endprodukte X2 und/oder Xylotriose (Xs) sind. Spalten GH11-Xylanasen in Bereichen
mit Seitenketten, entstehen als kleinste Einheiten in der Regel Oligosaccharide mit vier
Xyloseeinheiten: Zwei unsubstituierte Einheiten am reduzierenden Ende, daran gebun-
den eine substituierte Einheit gefolgt von einer weiteren unsubstituierten Einheit am
nicht-reduzierenden Ende (Biely et al, 2016; Nordberg Karlsson et al., 2018).

Wie in Kapitel 1.2.3.3 beschrieben, weisen die Arabinoxylane in Mais zum Teil komplexe
Seitenketten und hohe Substitutionsgrade auf. Dadurch ist das Rickgrat fiir Enzyme
schwerer zugéngig als bei Arabinoxylanen anderer Getreidesorten, was die enzymatische
Hydrolyse durch Xylanasen beeintrachtigt. Es gibt erfolgreiche Versuche die Verdau-
barkeit von Maisarabinoxylanen zu verbessern, indem dem Futter zusétzlich zu einer
endo-Xylanase noch ein Enzym, das die Seitenketten abbauen kann (z. B. a-L-Arabino-

furanosidasen oder Esterasen), zugesetzt wird (Ward, 2021).

1.4.3 Wirkungsmechanismen von Xylanasen als Futterenzyme

Futtermittelenzyme werden schon seit fast 40 Jahren in der Gefliigelindustrie eingesetzt
mit dem Ziel die Futtereffizienz zu steigern und damit die Leistung der Tiere zu verbes-
sern. Aufgrund der oben beschriebenen antinutritiven Effekte von NSP wurden vermehrt
NSPasen getestet. Ihr positiver Einfluss auf die Leistung ist schon seit den 1980er Jahren
bekannt und gut beschrieben. Allerdings sind die dahinterstehenden Mechanismen bis
heute nicht vollstindig verstanden (Masey O'Neill et al, 2014; Bedford, 2018; Nguyen
et al., 2021; Van Hoeck et al, 2021). Es werden drei Hauptwirkungsmechanismen fiir
NSPasen diskutiert: Reduktion der Viskositét, Zerstorung der Zellwand und Erzeugung
von Préabiotika.

Die Reduktion der Viskositat erscheint naheliegend. Wird die Viskositat durch die Spal-
tung entsprechender Polysaccharide reduziert, kann der Darminhalt besser durchmischt
werden, Verdauungsenzyme kommen vermehrt in Kontakt mit den Nihrstoffen und die
Nihrstoffe konnen effizienter resorbiert werden, wodurch mehr Energie umgesetzt wer-
den kann. Es konnte in Fiitterungsversuchen beobachtet werden, dass durch Zugabe be-
stimmter NSPasen die Viskositat des Darminhalts reduziert werden kann und dass, wenn

zu Futter mit hoher Viskositéit geeignete Enzyme zugegeben werden, die Leistung von
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Geflugel gesteigert werden kann. Bei diesen Studien zeigte sich, dass es eine Abhéngigkeit
zwischen der Viskositdt des Darminhalts und dem Alter der Tiere gibt. Bei jiingeren
Tieren ist der viskositidtsreduzierende Effekt von Xylanasen groBer als bei alteren
(Bedford, 2018; Bedford & Apajalahti, 2022).

Der Hypothese der Zerstérung der Zellwand liegt zugrunde, dass Nahrstoffe in der Zelle
eingeschlossen sein kénnen und somit fir Verdauungsenzyme nicht zugéngig sind, wenn
die Zellwand intakt ist. In in-vitro-Versuchen konnte jedoch keine ausreichende Schéadi-
gung der Zellwandstruktur durch geeignete Enzymmischungen und in Zeitrdumen, die
fir den Verdauungstrakt von Hithnern relevant sind, gezeigt werden. Erst bei Enzym-
mengen, die 10- bis 50-fach tiber den empfohlenen Zugabemengen lagen und nach Zeiten,
in denen der Darminhalt bereits im Jejunum angekommen wire, wurde ein entsprechen-
der Abbau beobachtet. Hinzu kommt, dass in den meisten Fitterungsversuchen nur ein
einzelnes Enzym eingesetzt wird und keine Enzymmischung, wie bei den angefiihrten
in-vitro-Versuchen. Aus diesen Griinden wird in Frage gestellt, ob und in welchem
AusmalB dieser Mechanismus tatsichlich zu den Effekten beitragt (Bedford, 2018).

Der dritte diskutierte Wirkmechanismus ist die Erzeugung von Prébiotika. Bereits im
Jahr 1995 wurde postuliert, dass Xylanasen durch die Generierung von Oligosacchariden
das Mikrobiom beeinflussen kénnen (Morgan et al, 1995). Dieser Punkt bekam jedoch
lange wenig Aufmerksamkeit und wurde erst in letzter Zeit eingehender untersucht
(Bedford, 2018). Erkenntnisse hierzu lieferten Versuche, bei denen isolierte und aufgerei-
nigte Oligosaccharide, beispielsweise AXOS aus Weizenkleie, anstatt Xylanasen zum
Futter zugesetzt wurden (Courtin et al, 2008). Durch den (A)XOS-Zusatz waren dhnliche
Effekte zu beobachten (z. B. Verbesserung der FCR) wie beim Zusatz von Xylanasen, was
zu dem Schluss fihrte, dass vergleichbare Mechanismen zugrunde liegen konnten. Da
durch die Zugabe von isolierten (A)XOS zum Futter die NSP aus dem Futter im Darm
nicht gespalten werden koénnen und somit die beiden zuerst vorgestellten Wirk-
mechanismen (Reduktion der Viskositéit durch Spaltung der NSP und Abbau der Zell-
wand) nicht fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sein kénnen, wurde vorge-
schlagen, dass (A)XOS als Prabiotika wirken und es infolgedessen zu den beobachteten
Effekten kommt (Courtin et al, 2008; Bedford, 2018; Ribeiro et al., 2018).

1.4.4 Pribiotische Wirkung von Xylooligosacchariden und der Einfluss von
Xylanasen auf das Mikrobiom

Prabiotika sind Stoffe, die sich positiv auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms
auswirken, indem sie das Wachstum von niitzlichen Mikroorganismen begilinstigen. Dies
fordert die Gesundheit und Leistung des Wirts, beispielsweise durch die Reduktion von
pathogenen Bakterien und die Forderung der SCFA-Produktion. Als erwiinscht werden
1im Allgemeinen die Bakterien der Gattung Bifidobacterium und Lactobacillus angesehen,
aber auch Bakterien, die vermehrt Butyrat produzieren (vgl. Kapitel 1.3.3) (Pourabedin
et al, 2017; Craig et al, 2020; Bedford & Apajalahti, 2022; Jahan et al, 2022). In den
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letzten Jahren konnten einige Studien zeigen, dass durch den Zusatz von (A)XOS zum
Futtermittel die Zusammensetzung des Mikrobioms sowie die Leistung von Broilern
positiv beeinflusst wird. Beispielsweise konnte beobachtet werden, dass die Zugabe von
XOS zu einer erhéhten SCFA-Konzentration im Blinddarm fiihrt. Die produzierten SCFA
konnen wiederum als Energiequelle fir das Huhn dienen und sich positiv auf die Verdau-
ungsfunktionen sowie das Immunsystem auswirken (De Maesschalck et al, 2015; Morgan
et al., 2019; Jahan et al, 2022). Jedoch sind die Ergebnisse der Studien nicht konsistent
und nicht bei allen Versuchen konnte eine Verbesserung der Leistung durch den Zusatz
von XOS beobachtet werden (Suo et al, 2015; Bautil et al., 2020; Craig et al., 2020). Eine
weitere unerwartete Beobachtung war, dass selbst eine sehr geringe Menge an (A)XOS
ausreicht, um Effekte hervorzurufen. Beschrieben sind Fiitterungsversuche, bei denen die
Dosierung zwischen 2 mg und 20 g XOS bzw. AXOS pro kg Futter lag (Jahan et al, 2022;
Morgan, 2023). Insbesondere bei den niedrigen Konzentrationen ist die Menge an
Oligosacchariden zu gering, um daraus ausreichende Mengen SCFAs zu produzieren, mit
denen die hiufig beobachteten Steigerungen in der Leistung der Tiere und die damit
einhergehenden Energiebilanzen erklart werden kénnten. Es wird vorgeschlagen, dass
zuséatzlich zur direkten Fermentation von XOS zu energieliefernden SCFAs, noch weitere
Mechanismen am pribiotischen Effekt beteiligt sind (Bedford, 2018; Bautil et a/, 2020).

Wie im vorigen Kapitel erwédhnt, wird beim Zusatz von Xylanasen zum Futter diskutiert,
ob Oligosaccharide mit potenziell prabiotischen Eigenschaften aus den NSP freigesetzt
werden. Es gibt Hinweise darauf, dass durch Zusatz einer Xylanase die Menge an Oligo-
sacchariden im Dinndarm und eventuell im Caecum zunimmt. Jedoch wird auch hier
davon ausgegangen, dass die potenziell freigesetzten Mengen zu klein sind, um die
Steigerung der SCFA-Konzentrationen im Caecum erkliren zu kénnen (Ribeiro et al,
2018; Craig et al, 2020; Dale et al, 2020). Die aktuellen Hypothesen gehen davon aus,
dass eine Anpassung des Mikrobioms hin zu einer héheren Fermentation von zuvor nicht
zugéingigen Substraten stattfindet, wodurch zuséatzliche SCFA gebildet werden, was die
beobachteten Effekte erklaren wiirde. Im Falle von Xylanasen und (A)XOS bedeutet dies,
dass angenommen wird, dass durch die in vivo generierten bzw. zugegebenen Oligosac-
charide die Fahigkeit zur Fermentation von Xylanen im Blinddarm sukzessive zunimmt
(Bedford & Apajalahti, 2022; Morgan, 2023). Das Mikrobiom wird demnach darauf
ytrainiert”, vermehrt Xylan abzubauen und zu SCFA umzusetzen. Diese Theorie wird
dadurch unterstiitzt, dass zum Teil Verzégerungen (bis zu mehreren Wochen) zwischen
Futterung der XOS und Eintritt der Effekte beobachtet wurden, obwohl die Umsetzung
von XOS zu SCFA innerhalb von wenigen Stunden erfolgt. Demzufolge sind XOS nicht als
klassische Pribiotika einzuordnen (Morgan et al., 2021b; Morgan, 2023). In der Literatur
wird in diesem Zusammenhang der Begriff Stimbiotika vorgeschlagen. Dabei handelt es
sich um eine Komponente oder ein Signalmolekiil, das selbst in sehr geringen Mengen die
Mikroorganismen im Darm beeinflussen bzw. stimulieren kann, sodass diese vermehrt
bestimmte Enzyme, z. B. zum Abbau von NSP, produzieren (Bedford & Apajalahti, 2022;
Jahan et al, 2022).
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Beim Einsatz von Xylanasen werden noch weitere Mechanismen angefiihrt, die Einfluss
auf das Mikrobiom und die beschriebenen Effekte haben kénnten. Wie in Kapitel 1.4.3
erlautert, konnen NSPasen die Viskositit des Darminhalts reduzieren, wodurch die
Resorption der verfiigbaren Nahrstoffe gesteigert wird. In Kapitel 1.3.3.1 sind die Zusam-
menhénge von verfiigharen Néahrstoffen und der Entwicklung des Mikrobioms beschrie-
ben. Wird durch die Zugabe von Xylanasen die Viskositét herabgesetzt, konnen Néahrstoffe
vermehrt im Dinndarm resorbiert werden und gelangen in geringerem Umfang in die
Blinddarme. Dem Mikrobiom im Blinddarm stehen damit weniger leicht verdaubare
Nahrstoffe zur Verfigung und es muss sich folglich anpassen, um NSP abbauen und als
Energiequelle nutzen zu konnen. Im gleichen Zuge stehen durch die Xylanase freigesetz-
te (A)XOS zur Verfiigung, die die Entwicklung des Mikrobioms hin zu einer erhshten
Xylanaseproduktion beeinflussen kénnen. Diese Effekte wirken sich vor allem bei jungen
Tieren aus, beil denen sich der Verdauungstrakt und das Mikrobiom in der Entwicklungs-
phase befinden (Bedford & Apajalahti, 2022; Morgan, 2023). Es kénnte demnach mehrere
ineinandergreifende Mechanismen geben, die an der Wirkweise von Xylanasen beteiligt
sind. In Abbildung 8 sind die Zusammenhénge der vorgeschlagenen Wirkmechanismen

von Xylanasen und (A)XOS schematisch dargestellt.

Xylanasen Einflussfaktoren

e Tier:
Genotyp, Aufzucht,
Mikrobiom, Alter...

Freisetzung von Reduktion der Zerstorung
Oligosacchariden Viskositat der Zellwand e NSP im Futter:
» /N Nahrstoffverfigbarkeit e 1 Zuganglichkeit Getreidesorte,
o /N Einfluss auf Mikrobiom eingeschlossener Wachstumsbedingungen,
Nahrstoffe Lagerung,
(A)XOS Prozessierung...
Prabiotika/Stimbiotika: ] e Xylanase:
o P erwiinschte MO * T NSP-Fermentation Substratspezifitat,
« | pathogene MO * T SCFA-Produktion Aktivitat, Dosierung...
¢ (A)XOS:

Struktur und GroRle,
Reinheit, Dosierung...

[:> Verbesserung von Gesundheit und Leistung des Tiers J

Abbildung 8: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Wirkmechanismen beim Zusatz von Xyla-
nasen und/oder (Arabino-)Xylooligosacchariden ((A)XOS) zu Gefliigelfutter (MO: Mikroorganismen,
NSP: Nicht-Starke-Polysaccharide, SCFA: Short-Chain Fatty Acids; zusammengestellt aus Bedford, 2018;
Bedford & Apajalahti, 2022; Jahan et al., 2022; Morgan, 2023)

Neben dem Zusatz von entweder Xylanasen oder (A)XOS gibt es auf dem Markt auch

Praparate, die eine Kombination aus beiden enthalten. Damit sollen die positiven Effekte

kombiniert und dadurch verstarkt werden (Gonzalez-Ortiz et al, 2021).
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Wie bisher beschrieben, kénnen sowohl Xylanasen als auch (A)XOS die Leistung und Ge-
sundheit von Broilern positiv beeinflussen. Allerdings sind die in Studien beobachteten
Effekte und Resultate teilweise nicht konsistent. Das trifft sowohl auf Versuche mit Xyla-
nasen und (A)XOS als auch fiir Versuche mit anderen NSPasen und anderen Oligosac-
charidtypen zu und erschwert somit die Aufklirung der Wirkmechanismen (Baker et al,
2021; Bedford & Apajalahti, 2022; Jahan et al, 2022; Morgan, 2023). Die unterschied-
lichen Resultate kénnen zum Teil durch die vielen Faktoren begriindet werden, die an den
Mechanismen beteiligt sind, beginnend bei der Zusammensetzung des Mikrobioms (vgl.
Kapitel 1.3.3.1) iiber verschiedene Futtermittelzusammensetzungen bis hin zum Einsatz
unterschiedlicher Xylanasen und (A)XOS-Priparaten. Diese beeinflussen die Vergleich-

barkeit der Daten und erschweren die Interpretation.

Bei der Zusammensetzung des Futtermittels spielen viele Faktoren eine Rolle. Unter-
schiedliche Getreidesorten weisen beispielsweise eine unterschiedliche Zusammenset-
zung der enthaltenen NSP auf (Bach Knudsen, 1997). AuBBerdem kénnen die NSP je nach
Getreidesorte verschiedene Strukturmerkmale, wie z. B. unterschiedliche Substitutions-
muster, aufweisen (vgl. Kapitel 1.2.3.3). Auch Wachstumsbedingungen, Umwelteinfliisse,
Erntezeitpunkte, Lagerung und Verarbeitungsschritte haben Einfluss auf die Zusammen-
setzung der Futterrohstoffe. Dadurch kann sich die Zusammensetzung des Futters von
Charge zu Charge unterscheiden (Nguyen et al, 2021). Ebenfalls zu beachten ist, dass
ublicherweise die Futterzusammensetzung mit dem Alter der Tiere hinsichtlich des
Energie- und Proteinbedarfs angepasst wird. Bei Broilern bekommen in der Regel altere
Tiere Futter mit einem hoéheren Anteil an Getreide und einem reduzierten Anteil an
Protein. Durch diese Anpassung werden die Verhiltnisse der Rohstoffe und folglich die
Anteile der enthaltenen NSP verdndert. Bei Fiitterungsversuchen werden die NSP in den
Futtermitteln selten analysiert, weshalb diese Informationen fiir die Interpretation der

Daten nur vereinzelt zur Verfiigung stehen (Morgan, 2023).

Auch die Zusétze an sich werden meist nicht ausreichend charakterisiert bzw. beschrie-
ben. Xylanasen kénnen je nach GH-Familie unterschiedliche Substratspezifitiaten auf-
weisen (vgl. Kapitel 1.4.2), wodurch unter anderem die Linge und die Struktur der
freigesetzten Oligosaccharide variieren kann. Ebenfalls Einfluss hat, welches Getreide als
Futter eingesetzt wird und in welchem Ausmal} die eingesetzte Xylanase die enthaltenen
(Arabino-)Xylane abbauen kann. Abhingig davon stehen dem Mikrobiom andere Hydro-
lyseprodukte zur Verfiigung. In einer Studie, bei der Broiler mit Futter basierend auf Mais
oder Weizen mit und ohne Zusatz der gleichen Xylanase gefiittert wurden, konnten
Unterschiede in Abhingigkeit von der Getreidesorte festgestellt werden (Kiarie et al,
2014). Bei einer anderen Studie wurden zum gleichen Futter basierend auf Weizen und
Soja zwei verschiedene Xylanaseprédparate in drei Dosierungen zugegeben. Es konnten
Unterschiede zwischen den beiden Enzympraparaten festgestellt werden, beispielsweise
in Bezug auf den Abbau der Arabinoxylane in unterschiedlichen Abschnitten des Verdau-
ungstrakts (Bautil et al, 2021). Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Enzymmenge:

Bei zu geringer Enzymmenge findet keine ausreichende Hydrolyse statt; wird zu viel
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Enzym zugegeben, kénnten die Poly- bzw. Oligosaccharide (beispielsweise aufgrund einer
Xylosidasenebenaktivitit) bis zu ihren monomeren Einheiten abgebaut werden und es
verbleiben keine Oligosaccharide, die als Préabiotika wirken kénnten. Ebenfalls Einfluss
haben Parameter wie pH-Wert, Temperatur und Verweilzeiten im Verdauungstrakt, aber
auch z. B. im Futter vorhandene Xylanaseinhibitoren (Baker et al, 2021; Bautil et al,
2021). Diese Faktoren, die zum Teil von Versuch zu Versuch schwanken und/oder schwer
in vitrosimuliert werden kénnen, erschweren den Vergleich der eingesetzten Enzyme. Ein
weiterer Punkt, der bei der Aufklirung der Wirkmechanismen von Xylanasen bertick-
sichtigt werden sollte, sind eventuell auftretende Nebenaktivitidten des eingesetzten
Enzympraparats. Werden weitere NSP gespalten und moéglicherweise andere Typen von
Oligosacchariden freigesetzt, konnten diese ebenfalls Einfluss auf die Mechanismen
haben.

Einige dieser schwer einzuschitzenden Parameter bei der Fiitterung von Xylanasen
konnen durch die direkte Gabe von Oligosacchariden umgangen werden. Dadurch ist es
moglich (A)XOS mit bestimmten Strukturmerkmalen sowie in einer vorgegebenen Menge
einzusetzen und gezielt die Effekte auf Gesundheit, Leistung und Mikrobiom der Tiere zu
untersuchen, um die dahinterstehenden Mechanismen besser einordnen zu koénnen.
Voraussetzung hierfir ist, dass die Oligosaccharidpréparate entsprechend analysiert und
charakterisiert sind. Die Struktur, Zusammensetzung und Reinheit der isolierten Oligo-
saccharide kénnen je nach Ausgangsmaterial und Herstellungsprozess variieren (Jahan
et al, 2022; Morgan, 2023). Da die Analyse von Kohlenhydraten spezielle Messtechniken
erfordert und als zeitaufwendig und teuer gilt, wurden die Oligosaccharide im Futter und

den Zusitzen bisher nur bei sehr wenigen Studien detailliert analysiert (Morgan, 2023).
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2. Zielsetzung

In der Gefliigelindustrie werden schon seit mehreren Jahrzehnten Enzyme den Futtermit-
teln zugesetzt, um die Futterverwertung zu verbessern. Seit einigen Jahren wird zusitz-
lich der Einsatz von Oligosacchariden als Prédbiotika untersucht. Es gilt als wahrschein-
lich, dass sich die Zugabe von Xylanasen und/oder (A)XOS zum Futtermittel positiv auf
die Gesundheit und Leistung von Broilern auswirkt, allerdings sind die beobachteten
Effekte nicht konsistent. Beispielsweise bewirkt der Zusatz nicht in allen Fillen eine Stei-
gerung der Leistung der Tiere und nach aktuellem Stand der Forschung sind die Griinde
dafir nicht abschlieBend gekléart. Die Interpretation der Studien wird dadurch erschwert,
dass verschiedene, komplexe und zum Teil ineinandergreifende Wirkmechanismen fiir die
positiven Effekte diskutiert werden. Aullerdem sind viele experimentelle Parameter zu
berticksichtigen, die die Prozesse und damit die Ergebnisse der Studien beeinflussen kén-
nen. Dazu zdhlen die Zusammensetzung des Futters, die Substratspezifitat der eingesetz-
ten Xylanasen und die Strukturen der zugesetzten (A)XOS. Bisher lag der Fokus der
Studien auf der Erfassung von Kennwerten zur Leistung und zum Gesundheitszustand
der Tiere sowie auf der Untersuchung der Zusammensetzung des Darmmikrobioms.
Selten wurden die Futtermittelinhaltsstoffe und die Zusdtze im Detail charakterisiert.
Allerdings scheinen die freigesetzten oder zugefiitterten Oligosaccharide aufgrund ihrer
Interaktion mit dem Mikrobiom eine entscheidende Rolle bei den Wirkmechanismen
einzunehmen. Daher wird angenommen, dass die Analyse dieser Oligosaccharide sowie

der Oligo- und Polysaccharide in den Futtermitteln weiterfithrende Erkenntnisse liefert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Futtermittelproben aus einem von Kooperationspartnern
durchgefiihrten Fitterungsversuch mit Broilern analysiert werden. In diesem Fitte-
rungsversuch wurde der Einfluss verschiedener Maissorten sowie der Einsatz einer Xyla-
nase und einer Kombination aus Xylanase und XOS auf die Gesundheit und Leistung der
Broiler untersucht. Um ein moglichst vollstandiges Bild der vorhandenen Poly- und Oligo-
saccharide zu erhalten, sollen die Einzelfuttermittel (Mais, Soja) sowie die zugesetzten
Komponenten (Xylanase, XOS-Quelle) detailliert charakterisiert werden. Um die futter-
mittelabhéngige Freisetzung von Oligosacchariden im Darm der Broiler zu analysieren,
soll eine Methode zur Analyse von Oligosacchariden in Proben aus verschiedenen
Abschnitten des Verdauungstrakts (Ileum, Caeca) entwickelt werden. Derartig komplexe
Probenmatrizes erfordern probenangepasste Aufarbeitungsmethoden. Die Oligosaccha-
ride sollen anschlieBend chromatographisch getrennt, identifiziert und, soweit maoglich,
quantifiziert werden. Da neben Oligosacchariden auch Monosaccharide freigesetzt wer-
den, sollen ebenfalls freie, nicht resorbierte bzw. nicht fermentierte Monosaccharide in
diesen Proben analysiert werden. Um altersabhingige Effekte abbilden zu koénnen,
wurden Proben 21 und 41 Tage nach Beginn der Fitterung entnommen und analysiert.
Anhand der Ergebnisse sollen Erkenntnisse dariiber gewonnen werden, welche Oligosac-
charide in welchen Darmabschnitten vorkommen bzw. freigesetzt werden und wie bzw. ob

dies von den verwendeten Einzelfuttermitteln und/oder den Zusatzen beeinflusst wird.
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3. Material und Methoden

3.1 Fiitterungsversuch, Probenmaterial und Probenbezeichnungen

Diese Arbeit ist Teil eines Kooperationsprojekts mit dem Industriepartner AB Vista. Die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben wurden von AB Vista sowie einem
Kooperationspartner von der Autonomen Universitdt Barcelona zur Verfligung gestellt.
Der Fitterungsversuch, aus dem die Proben fir diese Arbeit stammten, wurde an der Uni-
versitit in Barcelona im Department of Animal and Food Science von Diego Melo-Duran
geleitet und durchgefiihrt. Ziel des Futterungsversuchs war es, die Effekte des Einsatzes
einer Xylanase und einer Kombination aus Xylanasen und XOS bei Verwendung verschie-
dener Maissorten hinsichtlich der Leistung von Broilern zu untersuchen. Die abschlie-
Bende Auswertung der Leistungsparameter, die wihrend des Fiitterungsversuchs erfasst
wurden, lag zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Arbeit nicht vor und konnte somit nicht
in die Interpretation der hier generierten Daten einbezogen werden. Fiir den Fiitterungs-
versuch wurden vier verschiedene Maissorten (Mais 1 - 4) ausgewihlt, aus denen jeweils
ein Basisfutter fiir junge Tiere (Tag 0 - 21, Starterfutter) mit 60 % Maisanteil und fiir
altere Tiere (Tag 21 - 41, Mastfutter) mit 65 % Maisanteil hergestellt wurde. Um den
Proteingehalt optimal einzustellen, wurden zwei verschiedene Sojamehle (Soja 1 und 2)
in unterschiedlichen Anteilen zugegeben. Das Futter wurde pelletiert (60 - 65 °C) und den
Broilern ad Iibitum gefittert. Die Futterrezepturen und Zusammensetzungen sind in
Tabelle A1 (Kapitel 9.2) aufgefiihrt. Die Bezeichnungen und Probenkennungen der Mais-
sorten sind in Tabelle A2 (Kapitel 9.2) festgehalten. Jedes Basisfutter wurde in drei
Varianten hergestellt: Als Kontrolle ohne weitere Zusétze (Kon), mit Xylanase (Xyla;
16000 BXU) und mit Xylanase und XOS-Quelle (X+X; 16000 BXU und 50 mg/kg Futter).
Ein BXU entspricht dabei der Menge an Enzym, die benétigt wird, um ein nmol Xylose
pro Sekunde aus Birkenxylan freizusetzen. Insgesamt ergaben sich daraus zwolf Futter-
varianten (s. Abbildung 9).

Basisfutter Basisfutter Basisfutter Basisfutter
Mais 1 Mais 2 Mais 3 Mais 4
| a b c d e l f
l Kon !l Xyla !l X+X ! | Kon !l Xyla !l X+X ! | Kon !' Xyla !' X+X ! | Kon !' Xyla !l X+X !
An Tag 21 und 41: Leistungsparameter erfasst und Proben aus Ileum und
Caecum entnommen

Abbildung 9: Ubersicht liber die zw6If Futtervarianten, die beim Fiitterungsversuch eingesetzt wurden.
Die Buchstaben a - f dienen der einfacheren Probenbenennung (Kon: Kontrolle ohne Zuséatze, Xyla: mit
Xylanase, X+X: mit Xylanase und Xylooligosacchariden).
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3.1 Futterungsversuch, Probenmaterial und Probenbezeichnungen

Der Fiitterungsversuch umfasste insgesamt 1152 Broiler (m#nnlich, Rasse: Ross 308), die
auf 96 Kifige mit je 12 Tieren aufgeteilt wurden (8 Kifige pro Futtervariante). Der Ver-
such war auf 41 Tage ausgelegt, wobei fiir Tag 21 und 41 die Leistungsparameter erfasst
wurden. Zusétzlich wurden an Tag 21 und 41 unter anderem Proben des Darminhalts, im
Folgenden bezeichnet als Darmproben, aus Ileum und Caecum fiir die Analyse der enthal-
tenen Oligosaccharide entnommen. Dafiir wurden an Tag 21 pro Kafig 4 Tiere zufallig
ausgewdahlt, getétet, aus jedem Tier Ileum- und Caecumproben entnommen und diese
gepoolt, sodass pro Kifig eine Ileum- und eine Caecumprobe resultierte (Details s. unten).
An Tag 41 wurden pro Kifig 2 der verbliebenen Tiere zufillig ausgewédhlt und deren
Ileum- und Caecumproben analog entnommen und gepoolt. Da es insgesamt 8 Kéfige pro
Futtervariante gab, waren es folglich pro Futtervariante und Tag fiir [leum und Caecum
je acht gepoolte Proben (Tag 21 aus 4 Tieren, Tag 41 aus 2 Tieren). Bei diesen acht gepool-
ten Proben handelte es sich somit um biologische Replikate. Als Abgrenzung zwischen
Jejunum und Ileum wurde das Meckel-Divertikel herangezogen (vgl. Kapitel 1.3.1), wobei
die Ileumproben ab 5 cm nach dem Divertikel gesammelt wurden. Fiir die Caecumproben
wurde der Inhalt aus beiden Ceaca entnommen. Die Probennahme erfolgte kéafigweise:
Direkt nachdem die Proben der vier bzw. zweil Tiere entnommen waren, wurden die Pool-
proben durchmischt und auf Trockeneis eingefroren. Die anschlielende Lagerung erfolgte
bei -20 bzw. -80 °C. Die Ileumproben wurden gefriergetrocknet, gemahlen und in kleinen
Probentiitchen zur Analyse an die Abteilung fiir Lebensmittelchemie und Phytochemie
am KIT geschickt. Die Caecumproben wurden in Eppendorf-Reaktionsgefidflen gefrier-
getrocknet und in dieser Form verschickt. Der Probensatz war aufgrund verschiedener
Faktoren, wie geringe Probenmenge und Sterblichkeit der dlteren Tiere, nicht vollstandig
(s. Tabelle A3 und Tabelle A4, Kapitel 9.2 sowie Kapitel 3.4.5).

Fiir diese Arbeit standen neben den Darmproben (s. unten) Proben der Einzelfuttermittel
(Mais und Soja) sowie der zugegebenen Komponenten (Xylanase und XOS-Material) zur
Verfiigung. Die vier Maisproben wurden in Form von Maiskérnern verschickt. Die Soja-
proben wurden in gemahlener Form bereitgestellt. Bei der Probe Soja 1 handelte es sich
um ein kommerziell erhéltliches mikronisiertes Sojaproteinkonzentrat mit einem Protein-
gehalt von ca. 57 %. Die Probe Soja 2 war ein grob gemahlenes Sojabohnenmehl mit einem
Proteingehalt von ca. 47 %. Die Einzelfuttermittel wurden im Rahmen der Masterarbeit
von Lisa Wagner (2022) analysiert. Es erfolgte eine Grundcharakterisierung sowie eine
detaillierte Untersuchung der enthaltenen Zellwandpolysaccharide. Bei der zugesetzten
Xylanase handelte es sich um eine thermostabile endo-p-1,4-Xylanase (EC 3.2.1.8, GH11,
Optima: ca. 80 °C, pH 6,2) aus Trichoderma reesei, die von AB Vista zu Verfiigung gestellt
wurde. Fiur das Enzym sind nicht standardisierte Nebenaktivitdten wie B-Glucanase-,
Mannanase- und Cellulasenebenaktivitdten bekannt. Die Standarddosierung liegt bei
16000 BXU pro kg Futter. Fur die Laborversuche im Rahmen dieser Arbeit wurden Ver-
diinnungen hergestellt, die der Standarddosierung der Xylanase oder einem Vielfachen
davon entsprachen. Eine Probe des XOS-haltigen Materials, das bei der dritten Futter-
variante zugegeben wurde, wurde ebenfalls von AB Vista zur Verfiigung gestellt. Dabei
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3 Material und Methoden

handelte es sich um ein feinkoérniges Pulver, das aus Maiskolben gewonnen wurde. Es
enthilt laut Hersteller lineare XOS mit DP 2 - 6 (282 - 810 Da) in einer Reinheit von 35 %.
Die Probe wurde im Rahmen der Masterarbeit von Lukas Sitter (2022) unter der
Bezeichnung , XOS-Produkt A“ untersucht. Beim Fiitterungsversuch wurden zum Futter
50 mg/kg des XOS-haltigen Materials zugegeben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aullerdem die Darmproben von Tag 21 und 41
aus Ileum und Caecum nach Fiitterung auf Basis von Mais 3 und 4 (Erlauterung der
Probenauswahl s. Kapitel 3.4.5) hinsichtlich der vorkommenden Mono- und Oligosaccha-
ride analysiert. Die Probenbenennung erfolgte bei der Probennahme zufillig (Nr. 1 - 96)
und wurde bei den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Laboranalysen beibehalten, wodurch
die Proben groBtenteils randomisiert extrahiert und analysiert wurden. Fiir diese Nieder-
schrift wurden die Proben zur einfacheren Beschreibung entsprechend folgendem Muster
umbenannt: Die erste Ziffer entspricht der Nummer des biologischen Replikats (fort-
laufend, 1 - 8), der Buchstabe (a - f) gibt die Futtervariante an (s. Abbildung 9), die zweite
Zahl (21, 41) entspricht dem Alter in Tagen und der letzte Buchstabe gibt an, ob die Probe
aus dem Ileum (I) oder dem Caecum (C) stammt. Daraus ergibt sich beispielsweise die
Probenbezeichnung 1a-21-1 fur das erste biologische Replikat der Futtervariante a
(Mais 3, Kon) von Tag 21 aus dem Ileum. In Tabelle A3 und Tabelle A4 (Kapitel 9.2) sind

alle Ileum- und Caecumproben mit urspriinglicher und neuer Bezeichnung aufgefiihrt.

In den folgenden Kapiteln werden die verwendeten Aufarbeitungs- und Analysemethoden
beschrieben und erldutert. Die verwendeten Chemikalien, Standardsubstanzen, Losun-
gen, Enzyme und Instrumente sind in Kapitel 7 aufgelistet. Die detaillierten Arbeitsvor-

schriften werden in Kapitel 8 ausgefiihrt.

3.2 Charakterisierung der Einzelfuttermittel

Das Standardverfahren zur Analyse von Futtermitteln ist die Weender Futtermittelanaly-
se. Dabei werden Rohwasser, Trockensubstanz, Rohprotein, Rohfett, Rohfaser, stickstoff-
freie Extraktstoffe und Rohasche bestimmt. Mit dieser Methode ist es jedoch nicht méglich
die Kohlenhydratkomponenten genau zu erfassen, da sie sich sowohl in der Rohfaser-
fraktion als auch in der Fraktion der stickstofffreien Extraktstoffe wiederfinden. Deshalb
schlug Van Soest (1963) die Detergenzienmethode zur Erweiterung der Futtermittelana-
lyse vor. Damit ist eine detailliertere Fraktionierung der Kohlenhydrat- und Zellwand-
komponenten méglich. Seither hat sich die Analytik auf diesem Gebiet bedeutend weiter-
entwickelt und es kann eine deutlich prazisere Charakterisierung vorgenommen werden.
Da es sich dabei allerdings um spezielle und zeitaufwandige Analysen handelt, werden

diese nur selten im Futtermittelbereich durchgefithrt (Nguyen et a/, 2021; Morgan, 2023).

Die Zusammensetzung der NSP im Futtermittel hat aufgrund verschiedener Faktoren
einen bedeutenden Einfluss auf die Verdaubarkeit und die Wirkweise von Zusédtzen wie
Xylanasen und XOS (vgl. Kapitel 1.4). Um diesen Einfluss in dem durchgefiihrten
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3.2 Charakterisierung der Einzelfuttermittel

Fitterungsversuch besser einordnen zu kénnen, wurden die Einzelfuttermittel, insbe-
sondere in Bezug auf die enthaltenen NSP, im Rahmen der Masterarbeit von Lisa Wagner
(2022) detailliert charakterisiert. Zunichst erfolgte eine Grundcharakterisierung des
Zellwandmaterials, bei der die wasserunloslichen und -loslichen Anteile in den Mais- und
Sojaproben sowie der Gehalt an Klason-Lignin in den Maisproben und der Gehalt an RFO
in den Sojaproben bestimmt wurden. Aullerdem wurde fiir weitere Analysen wasser-
unlésliches und -16sliches Zellwandmaterial (UZM, LZM) aller Proben isoliert. Zur
Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide wurde die Monosaccharidzusammenset-
zung dieser Fraktionen analysiert sowie die Bindungstypen der Monosaccharide in den
Polysacchariden bestimmt. Zusitzlich wurden Profilingmethoden zur Aufklirung der
Feinstruktur von Arabinanen, Galactanen und Xyloglucanen durchgefiihrt. Die Arabino-
xylane im Mais wurden hinsichtlich ihrer Seitenketten sowie der zellwandgebundenen
phenolischen Sduren untersucht (Wagner, 2022). Die verwendeten Methoden werden in
den nichsten Kapiteln kurz erldutert, um die Ergebnisse einordnen zu kénnen. Methoden,
die auch fir die Analyse der Oligosaccharide in den Darmproben relevant sind, werden an

den entsprechenden Stellen benannt und ausfihrlicher beschrieben.

In einem vorbereitenden Schritt wurden alle sechs Einzelfuttermittelproben gemahlen
(< 0,5 mm). Fiir die erhaltenen Probenmehle wurde der Wassergehalt bestimmt, um die
Analyseergebnisse auf die Trockenmasse beziehen zu konnen. Ein Teil der Mehle wurde
auBerdem fiir weiterfithrende Analysen mit Aceton entfettet (Wagner, 2022). Die entspre-
chenden Arbeitsvorschriften sind in den Kapiteln 8.1.1 bis 8.1.3 aufgefiihrt.

3.2.1 Grundcharakterisierung

3.2.1.1 Bestimmung und Isolierung des Zellwandmaterials

Die Bestimmung der Gehalte an UZM und LZM zur Einschitzung des NSP-Gehalts er-
folgte in Anlehnung an die Bestimmung von Ballaststoffen in Lebensmitteln. Diese wer-
den iublicherweise mit einer enzymatisch-gravimetrischen oder enzymatisch-chemischen
Methode bestimmt (Prosky et al, 1985; Englyst et al, 1994; McCleary et al, 2010;
McCleary et al, 2013; McCleary et al, 2015). Das Prinzip beruht darauf, dass alle nicht
Ballaststoffkomponenten (neben Fetten, hauptsichlich freie Zucker, Stirke und Proteine)
enzymatisch abgebaut und abgetrennt werden und anschlieBend die verbleibenden Stoffe
gravimetrisch oder mittels chemischer Analysen bestimmt werden. Fir den enzymati-
schen Abbau wird in der Regel eine Kombination aus a-Amylase, Amyloglucosidase und
Protease verwendet. Je nach Ziel der Analyse kénnen Enzyme mit unterschiedlichen
Eigenschaften eingesetzt werden. Ist es erwiinscht, dass beispielsweise resistente Stéarke
als Ballaststoff miterfasst wird, eignet sich der Einsatz einer Pankreas-a-Amylase unter
physiologischen Bedingungen. Liegt der Fokus auf der Erfassung der NSP, wie in dieser
Arbeit, kann eine thermostabile a-Amylase verwendet werden, die zusitzlich auch
resistente Stiarke abbaut (McCleary et al, 2013). Nach dem enzymatischen Abbau wird

der Rickstand abgetrennt, gewaschen und getrocknet, um die wasserunlésliche Fraktion,
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im Folgenden als UZM bezeichnet, zu erhalten. Im Uberstand befinden sich wasserlosliche
Poly- und Oligosaccharide sowie hauptsédchlich aus der Starke freigesetzte Monosac-
charide und andere losliche Komponenten, wie Proteinabbauprodukte und Puffersalze.
Zur Gewinnung der loslichen Polysaccharide werden diese mittels 80%igem Ethanol
prézipitiert, abgetrennt und ebenfalls gewaschen und getrocknet. Diese Fraktion wird im
Weiteren als LZM bezeichnet. Da beispielsweise bei der Ethanolpréazipitation Proteine
und Puffersalze mitgefiallt werden konnen, werden hiufig der Protein- und Aschegehalt
der erhaltenen Fraktionen bestimmt und die Ergebnisse entsprechend korrigiert
(McCleary et al, 2015).

Im Rahmen der Masterarbeit von Lisa Wagner (2022) wurden der UZM- und LZM-Gehalt
aller sechs Einzelfuttermittelproben im analytischen MaBstab bestimmt (n=3). Die
Gehalte wurden um Restprotein- (Bestimmung nach Kjeldahl) und Aschegehalt (gravi-
metrische Bestimmung) korrigiert (Arbeitsvorschrift s. Kapitel 8.1.4). Zuséatzlich wurden
im praparativen MaBstab beide Fraktionen fiir weitere Analysen isoliert (n = 3). Die
gewonnenen Fraktionen wurden auf vollstindigen Stdrkeabbau (mittels Jod-Stéarke-
nachweis) und ausreichende Waschung (Bestimmung der freien Monosaccharide) iiber-
priift (Arbeitsvorschrift s. Kapitel 8.1.5). Fiir beide Analysen wurde das entfettete Proben-
mehl verwendet, da Fettgehalte > 10 % den enzymatischen Abbau beeintrichtigen kénnen
(McCleary et al, 2015). Der enzymatische Verdau erfolgte jeweils mit einer thermo-
stabilen a-Amylase, einer Protease und einer Amyloglucosidase (Wagner, 2022).

3.2.1.2 Analyse des Ligningehalts

Lignin ist ein nichtverdaubares phenolisches Polymer und Teil der pflanzlichen Zellwand
(vgl. Kapitel 1.2.3.1). Aufgrund seiner Struktur ist es wasserunléslich und wird somit,
neben unléslichen Polysacchariden, im UZM miterfasst. Zur besseren Charakterisierung
der Zellwand und zur weiteren Abschitzung des NSP-Anteils wurde der Ligningehalt der

verschiedenen Maissorten bestimmt, da diese beim Fitterungsversuch variiert wurden.

Es gibt verschiedene Methoden zur Analyse des Ligningehalts (Hatfield & Fukushima,
2005), wobei hiufig die Bestimmung als Klason-Lignin durchgefiihrt wird. Dabei werden
Zellwandpolysaccharide und weitere nicht-Ligninbestandteile mit Schwefelsdure hydroly-
siert und anschlieBend abgetrennt. Der ligninhaltige Riickstand wird gewaschen, getrock-
net und gravimetrisch bestimmt. Zu beachten ist, dass bei dieser Bestimmung in Sdure
unlosliche Komponenten wie Wachse, Suberin und Cutin miterfasst werden, wodurch es

zu einer Uberbestimmung des Ligningehalts kommen kann (Bunzel et al, 2011).

Fir die Maisproben wurde ausgehend vom UZM der Gehalt an Klason-Lignin entspre-
chend der Arbeitsvorschrift in Kapitel 8.1.6 bestimmt. Das Hydrolysat wurde fiur die
Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung des UZMs verwendet (vgl. Kapitel
3.2.2.1). Es erfolgte, wie bei der Bestimmung des Gehalts an Zellwandmaterial, eine
Korrektur um Protein- und Aschegehalt (Wagner, 2022).
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3.2 Charakterisierung der Einzelfuttermittel

3.2.1.3 Analyse der Oligosaccharide der Raffinose-Familie

In der Sojabohne kommen RFO in relevanten Mengen vor (vgl. Kapitel 1.2.1), wobei die
Gehalte abhingig von Wachstumsbedingungen und Prozessierung variieren konnen
(Bach Knudsen, 1997; Choct et al, 2010). Da in den Darmproben das Vorkommen von
Oligosacchariden untersucht werden sollten, ist es von Interesse den Gehalt dieser in den
Futtermittelbestandteilen zu kennen, insbesondere da die Sojakomponenten in unter-

schiedlichen Anteilen in den Basisfuttermitteln enthalten waren (vgl. Kapitel 3.1).

Zur Analyse von Oligosacchariden eignen sich verschiedene Analysemethoden, wie die
Kapillarelektrophorese (CE, engl.: Capillary Electrophoresis) oder Trennungen mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, engl.: High Performance Liquid Chro-
matography). Hierbei kénnen verschiedene Arten der Chromatographie eingesetzt wer-
den, wie beispielsweise eine Umkehrphasen- (RP, engl.: Reverse Phase) oder die hydro-
phile Interaktionschromatographie (HILIC). Ebenfalls beschrieben sind Methoden mit
porosem Graphit (PGC, engl.: Porous Graphitized Carbon) als stationdre Phase
(Hemstréom & Irgum, 2006; Westphal et al, 2010). Zur Detektion von Kohlenhydraten
eignen sich beispielsweise der Brechungsindexdetektor (RID, engl.: Refractive Index
Detector), der Lichtstreudetektor (ELSD, engl.: Evaporative Light Scattering Detector)
oder ein massenspektrometrischer (MS-)Detektor. Wird eine Derivatisierung durchge-
fihrt, kénnen auch z. B. Detektoren zur Messung der Fluoreszenz eingesetzt werden
(Westphal et al, 2010). Eine weitere Moglichkeit stellt die Trennung mittels Hoch-
leistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC, engl.: High-Performance Anion-
Exchange Chromatography) dar. Hierbei eignet sich eine gepulst amperometrische
Detektion (PAD, engl.: Pulsed Amperometric Detection) (Lee, 1990). Je nach Analyse-
system gibt es unterschiedliche Vor- und Nachteile, insbesondere in Bezug auf die Trenn-

leistung der stationdren Phase und die Empfindlichkeit des Detektors.

Fur diese Arbeit wurde fir die Analyse von Oligosacchariden, sowohl in den Futtermittel-
bestandteilen als auch in den Darmproben, die HPAEC-PAD gewéahlt, da mit dieser
Technik Kohlenhydrate ohne Derivatisierung selektiv getrennt und mit hoher Empfind-
lichkeit detektiert werden koénnen (Lee, 1990). Ein Nachteil bei der Trennung mittels
HPAEC liegt darin, dass aufgrund des hohen pH-Werts des Eluents (s. unten) Ester-
bindungen hydrolytisch gespalten werden. Dadurch werden beispielsweise Methyl- und
Acetylgruppen oder gebundene Ferulasiuren abgespalten, und die native Struktur kann
diesbeziiglich nicht analysiert werden (Westphal et al., 2010). RFO liegen unverestert vor
und auch bei den weiteren, in dieser Arbeit untersuchten Oligosacchariden spielen ester-
gebundene Gruppen eine untergeordnete Rolle bzw. lag der Fokus nicht darauf, diese in
veresterter Form zu erfassen. Bei der HPAEC handelt es sich um eine spezielle Art der
Ionenchromatographie (IC). Das Trennprinzip beruht auf Ionenaustauschprozessen
zwischen negativ geladenen Analyten und der stationdren Phase, die auf der Oberflache
positiv geladene quartire Ammonium-Gruppen (NRs*) trigt. Als mobile Phase wird

verdiinnte Natronlauge eingesetzt. Aufgrund des alkalischen Milieus (pH = 12,0 - 13,5)
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liegen die zu analysierenden Kohlenhydrate teilweise deprotoniert als Oxyanionen vor
und konnen mit der stationdren Phase interagieren. Dies ermdglicht die chromato-
graphische Trennung der Kohlenhydrate (Lee, 1990; Rohrer, 2013). Bei der Detektion
mittels PAD werden die Analyten im Alkalischen durch Oxidation an einer Goldelektrode
amperometrisch gemessen. Bei diesem Prozess kommt es zu einer stetigen Kontamination
der Elektrode, weshalb gepulst gearbeitet wird. Als erster Schritt erfolgt eine kurze
Equilibrationsphase, gefolgt von der Oxidation, um das Messignal zu erzeugen. Anschlie-
Bend wird die Oberfliche der Goldelektrode durch Anlegen eines hoheren Potentials
gereinigt und bei einem niedrigeren Potenzial reduziert, bevor der nichste Zyklus beginnt
Diese Abfolge wurde fiir die Messung von Kohlenhydraten optimiert und wird als Four-
Potential Waveform (Vier-Potenzial-Wellenform) bezeichnet. Damit ist es méglich Kohlen-
hydrate in sehr geringen Mengen (bis ca. 10 pmol) zu detektieren (Rohrer, 2013).

Vor der Messung der RFO erfolgte die Extraktion dieser aus den Sojaproben. Um wasser-
unlésliche und -l6sliche Polysaccharide direkt abzutrennen, wurde eine ethanolische
Extraktion gewédhlt. Die Loslichkeit von RFO ist abhingig vom Ethanolanteil der
Extraktionslosung, wobei sich die RFO besser in 50%igem Ethanol l6sen als in 80%igem.
Temperatur und Extraktionszeit spielen dabei eine untergeordnete Rolle (Ekvall et al,
2007). Die Extraktionsbedingungen fiir die Bestimmung der RFOs in den Sojaproben
wurden in Anlehnung an die Parameter zur Extraktion der Oligosaccharide aus den
Darmproben gewihlt (vgl. Kapitel 3.4.1). Extrahiert wurde mit 80%igem Ethanol bei
40 °C fur 30 Minuten. Um die Verluste aufgrund der schlechteren Loslichkeit zu
minimieren, wurde der Uberstand abgetrennt und die Extraktion mit dem Riickstand
zweimal fir jeweils 10 Minuten wiederholt. Die Uberstédnde wurden vereinigt und das
Ethanol entfernt. Anschlieend erfolgte die Quantifizierung mittels HPAEC-PAD tber
eine externe Kalibrierung. Die detaillierte Arbeitsvorschrift ist in Kapitel 8.1.7 aufgefiihrt
(Wagner, 2022).

3.2.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

Die Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide in den Einzelfuttermitteln erfolgte
ebenfalls im Rahmen der Masterarbeit von Lisa Wagner. Die Analysen wurden aus dem
UZM und LZM, welche in dreifachem Ansatz je Probe isoliert wurden (vgl. Kapitel 3.2.1.1),

in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, sofern nicht anders vermerkt.

3.2.2.1 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

Aus der Monosaccharidzusammensetzung einer Probe konnen Erkenntnisse iiber die
enthaltenen Oligo- bzw. Polysaccharide gewonnen werden. Dies ist fiir eine grundlegende
Einordnung sowohl fiir die Zellwandpolysaccharide der Einzelfuttermittel, als auch fir
die Oligosaccharide aus den Darmproben hilfreich. Es gibt verschiedene Methoden, die

zum Teil unterschiedliche Informationen liefern. Grundsitzlich beruht das Prinzip
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darauf, dass enthaltene Oligo- und Polysaccharide in ihre Monomere gespalten und diese

im Anschluss analysiert werden (De Ruiter et al, 1992).

Die Spaltung der glykosidischen Bindungen erfolgt haufig durch eine zweistufige saure
Hydrolyse mittels Schwefelséure nach Saeman und Mitarbeitenden (1945). Dies ermég-
licht den Aufschluss kristalliner Cellulosestrukturen, wodurch Cellulose und in das Cellu-
lose-Netzwerk eingebundene Hemicellulosen wie Xyloglucane gut erfasst werden kénnen.
Allerdings werden mit dieser Methode Uronsduren und 6-Desoxyzucker wie Fucose und
Rhamnose unterbestimmt (Saeman et al, 1945; De Ruiter et al, 1992). Damit eignet sich
die Schwefelsdurehydrolyse als Methode fiir cellulosehaltiges Material wie das UZM. Eine
weitere hiaufig eingesetzte Methode ist die Hydrolyse mittels Trifluoressigsiure (TFA,
engl.: Trifluoroacetic Acid) nach Albersheim und Mitarbeitenden (1967), diese ist jedoch
ungeeignet zur Bestimmung von Cellulose. Zur besseren Erfassung der Uronsduren
wurde von De Ruiter und Mitarbeitenden (1992) eine vorgeschaltete Methanolyse mit
methanolischer Salzsdure vorgeschlagen, um insbesondere galacturonsiurehaltige
Polysaccharide zu spalten. Dabei bilden sich Methylglykoside, die bei der folgenden TFA-
Behandlung wieder demethyliert werden. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Hydro-
lysereagenzien durch Evaporation einfach entfernt werden kénnen (De Ruiter et al, 1992;
Willfor et al., 2009). Da im LZM keine kristalline Cellulose zu erwarten ist, dafiir aber, je
nach Probenmaterial, vermehrt Pektine vorkommen koénnen, empfiehlt sich fiir diese
Fraktion die Methanolyse mit anschlieBender TFA-Hydrolyse. Werden in der Probe keine
uronsaurehaltigen Poly- bzw. Oligosaccharide erwartet, ist die TFA-Hydrolyse ohne

vorgeschaltete Methanolyse zur Spaltung der glykosidischen Bindungen ausreichend.

Neben den unterschiedlichen Hydrolysevarianten gibt es ebenfalls verschiedene Metho-
den zur Bestimmung der freigesetzten Monosaccharide. Eine Moglichkeit, die haufig
eingesetzt wird, ist die Bestimmung mittels Gaschromatographie (GC) und Flammen-
ionisationsdetektor (FID). Da die Analyten fiir die Trennung mittels GC zerstérungsfrei
verdampfbar sein miissen, ist eine vorherige Derivatisierung, beispielsweise zu Alditol-
acetaten oder Trimethylsilylethern, erforderlich. Eine weitere Moglichkeit ist die in Kapi-
tel 3.2.1.3 vorgestellte Analyse von Kohlenhydraten mittels HPAEC-PAD. Bei dieser Me-
thode konnen die freigesetzten Monosaccharide direkt gemessen werden und es sind keine

zusatzlichen Arbeitsschritte wie eine Derivatisierung notwendig (De Ruiter et al., 1992).

Zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung der Polysaccharide in den Mais-
und Sojaproben erfolgte die Freisetzung der Monosaccharide aus den UZM mittels
Schwefelsdurehydrolyse und aus den LZM mittels Methanolyse mit anschlieBender TFA-
Hydrolyse. Analysiert wurden die Monosaccharide mittels HPAEC-PAD. Die Arbeitsvor-
schriften und Messparameter sind in Kapitel 8.2.1 angegeben (Wagner, 2022).

3.2.2.2 Analyse der Bindungsverhéltnisse mittels Methylierungsanalyse

Die Monosaccharidzusammensetzung liefert zusammen mit dem allgemeinen Wissen

iiber den Aufbau der pflanzlichen Zellwand (s. Kapitel 1.2.3.1) erste Erkenntnisse dar-
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uber, welche NSP bzw. Oligosaccharide in welchen Anteilen in der Probe wahrscheinlich
vorkommen. Fiir eine detailliertere Zuordnung der Monosaccharide zu einer NSP- bzw.
Oligosaccharidgruppe sind weitere Informationen, wie beispielsweise die Art der
glykosidischen Bindungen, erforderlich. Mithilfe der Methylierungsanalyse kénnen die
Bindungsverhéltnisse tiber die Identifizierung und Bestimmung der partiell methylierten
Alditolacetate (PMAA) analysiert werden.

Die Methylierungsanalyse ist aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten aufgebaut:
Methylierung, Sidurehydrolyse, Reduktion, Acetylierung und abschliefend die Messung
mittels GC-FID und GC-MS. Zunachst erfolgt die Methylierung der freien Hydroxy-
gruppen der Saccharide unter stark basischen Bedingungen im aprotischen Milieu
(Ciucanu & Kerek, 1984). Ist das Probenmaterial schwer 16slich, wie beispielsweise das
UZM, kann es hierbei zu einer Untermethylierung kommen. Ein Hinweis dafiir ist ein
unerwartet hoher Anteil an vollacetylierten PMAAs bei der GC-Analyse. Dies bedeutet,
dass in diesem Methylierungsschritt nicht alle freien Hydroxygruppen methyliert wurden
und sie dann in einem spéteren Schritt acetyliert werden. Zur Minimierung der Unter-
methylierung empfiehlt sich fiir schwer 16sliches Material eine vorherige Quellung in
Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie die Wiederholung des Methylierungsschritts (Pettolino
et al, 2012). Uronsduren kénnen bei der Methylierungsanalyse nur erfasst werden, wenn
die Carboxylgruppen vor der Methylierung reduziert werden (Kim & Carpita, 1992). Bei
der Analyse der Futtermittelproben sowie bei der Untersuchung der Oligosaccharide in
den Darmproben lag der Fokus auf der Charakterisierung der neutralen NSP bzw. Oligo-
saccharide, weshalb dieser vorangestellte Reduktionsschritt nicht durchgefiithrt wurde.
Nach der Methylierung erfolgt im Hydrolyseschritt eine Spaltung der glykosidischen
Bindungen mittels TFA-Hydrolyse. Bei diesem Schritt gehen die Informationen tber die
anomeren Konfigurationen (a/p) verloren und kénnen demzufolge nicht erfasst werden.
AnschlieBend findet eine Ringdéffnung und Reduktion der partiell methylierten Mono-
saccharide mit Natriumbordeuterid statt. Natriumbordeuterid wird verwendet, um die
anomere C1-Position zu markieren. Die Markierung der C1-Position ist fur die Identi-
fizierung mittels MS bei manchen PMAAs von Bedeutung, die ansonsten das gleiche
Fragmentmuster ergeben wiirden (Blakeney et al, 1983). Beispielsweise koénnen so
anhand des Massenspektrums die (1—2)- und (1—4)-gebundene Xylopyranose unterschie-
den werden. Daraus konnen Rickschliisse darauf gezogen werden, ob die Xylose aus dem
Riickgrat eines Xylans oder einer Seitenkette des Xyloglucans stammt (Pettolino et al,
2012; Steck et al, 2021). Als letzter Schritt der Derivatisierung folgt die Acetylierung aller
zu diesem Zeitpunkt freien Hydroxygruppen. Diese waren zum Zeitpunkt der Methylie-
rung entweder Teil einer glykosidischen Bindung oder der Ringbindung. Fir die Reaktion
werden 1-Methylimidazol als Katalysator und Essigsdureanhydrid als Acetylierungs-
reagenz genutzt (Blakeney et al, 1983).

Die entstandenen PMAAs weisen eine fiir die GC-Analyse ausreichende Flichtigkeit auf.
Die Identifizierung der PMAAs erfolgt mittels GC-MS. Bei der GC-MS-Messung wird in
der Regel die ElektronenstoBionisation (EI) genutzt, um die Analyten zu ionisieren. Dabei
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handelt es sich um eine sogenannte harte Ionisationstechnik, bei der Fragmentionen
gebildet werden. Als Beschleunigungspotential fiir die vom Filament generierten
Elektronen wird standardméBig 70 V eingestellt, um Elektronen mit einer kinetischen
Energie von 70 eV zu erzeugen. Dadurch ist es moglich, selbst bei instrumentellen Unter-
schieden vergleichbare Massenspektren aufzunehmen. Dies wurde bei der Identifizierung
der PMAAs ausgenutzt. Die Zuordnung erfolgte anhand der GC-MS-Messung tber die
Retentionszeit und das Fragmentierungsmuster durch Vergleich mit Literaturquellen,
einer in-house-Datenbank und Onlinedatenbanken (Jansson et al, 1976; Sassaki et al,
2005; Sims et al., 2018; CCRC, 2007). Mithilfe der GC-FID-Messung konnten die Verhilt-
nisse der PMAAs semiquantitativ bestimmt werden. Hierzu wurden die von Sweet und
Mitarbeitenden (1975) ermittelten Responsefaktoren herangezogen. Die Messungen mit
GC-FID und GC-MS wurden mit dem gleichen Temperaturprogramm und der gleichen

Saule aufgenommen, sodass die Retentionszeiten tibertragbar waren.

Die ausfiihrliche Arbeitsvorschrift fiir die Methylierungsanalyse ist in Kapitel 8.2.2 nie-
dergeschrieben. Sie wurde fiir UZM und LZM aller sechs Einzelfuttermittel durchgefihrt.
Aufgrund der zeitintensiven Aufarbeitung erfolgte diese Analyse in Doppelbestimmung
(Wagner, 2022). Ublicherweise werden PMAAs bei der GC-Analyse mit einer DB-225-
Saule analysiert, damit konnen die meisten PMAAs ausreichend voneinander getrennt
werden. Jedoch koeluieren die PMAAs, die die 1,2,4- und 1,3,4-verkntiipften Xylopyra-
nosen widerspiegeln. Da in den Maisproben beide Verkniipfungstypen zu erwartet waren,
wurden diese Proben zusétzlich mit einer DB-5-Sdule analysiert, die die Trennung der
genannten PMAAs und damit eine Abschitzung ihrer Anteile erméglichte (Schifer et al,
2019; Wagner, 2022).

3.2.2.3 Untersuchung der Arabinan-, Galactan- und Xyloglucanstrukturen

Mit der Methylierungsanalyse kénnen Bindungstypen in Polysacchariden und damit bei-
spielsweise die moglichen Positionen von Seitenketten bestimmt werden. Jedoch gehen
aus dieser Analyse keine Informationen tber das Substitutionsmuster oder die detaillierte
Struktur von Seitenketten hervor. Um mehr Erkenntnisse dartiber zu erhalten, eignet
sich die enzymatische Freisetzung und Identifizierung von Oligosacchariden aus den

entsprechenden Polysacchariden.

In der Abteilung fiir Lebensmittelchemie und Phytochemie am KIT wurden von Wefers
und Bunzel (2016) entsprechende Profilingmethoden zur Analyse der Feinstrukturen von
Arabinanen und Galactanen (neutrale Pektinseitenketten) und von Steck und Mitarbei-
tenden (2021) eine Profilingmethode zur Untersuchung der Feinstruktur von Xylo-
glucanen entwickelt und etabliert. Das Prinzip beruht darauf, dass mit einem spezifischen
Enzym Oligosaccharide aus den entsprechenden Polysacchariden freigesetzt werden.
Diese Oligosaccharide werden anschlieBend mittels HPAEC-PAD bzw. -PAD/MS analy-
siert. Die Schwierigkeit liegt dabei in der Identifizierung der Oligosaccharide, da fir die

Zuordnung entsprechende Standardsubstanzen bendétigt werden. Diese wurden fir die
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genannten Profilingmethoden in vorangegangenen Arbeiten isoliert und charakterisiert
und standen fiir die Analyse zur Verfiigung (Wefers & Bunzel, 2016; Steck et al, 2021).
Die Strukturen der Arabinan- und Galactanoligosaccharide sind in Abbildung A3 und
Abbildung A4 (Kapitel 9.1) gezeigt. Fiir die enzymatische Spaltung wurden beim Ara-
binan- bzw. Galactanprofiling eine endo-Arabinanase bzw. endo-Galactanase eingesetzt.
Die Trennung der freigesetzten Oligosaccharide erfolgte mittels HPAEC mit einem jeweils
angepassten Gradientenprogramm. Es wurde Raffinose als interner Standard zugegeben,
dies ermoglichte die Zuordnung mittels relativer Retentionszeiten und die semiquanti-
tative Bestimmung tiber relative Responsefaktoren. Die einzelnen Oligosaccharide wur-
den als Anteile aller freigesetzten Oligosaccharide in mol% angegeben (Wefers & Bunzel,
2016). Beim Xyloglucanprofiling wurde fiir die Freisetzung der Oligosaccharide eine xylo-
glucanspezifische endo-p-1,4-Glucanase verwendet. Die Trennung erfolgte ebenfalls
mittels HPAEC. Zur Zuordnung erfolgte neben der Detektion mittels PAD eine zusétzliche
Kopplung mit einem MS-Detektor. Der Aufbau des gekoppelten Systems wird in Kapitel
3.3.1 ausfithrlich erldautert. Uber relative Retentionszeiten und MS-Informationen
konnten die freigesetzten Xyloglucanoligosaccharide zugeordnet und mittels relativer
Responsefaktoren semiquantitativ bestimmt werden. Bei diesem Profiling wurde

Isomaltotriose als interner Standard genutzt (Steck et al, 2021).

Die beschriebenen Profilingmethoden wurden nach den in Kapitel 8.2.3 und 8.2.4
aufgefiihrten Arbeitsvorschriften fir das UZM aller sechs Einzelfuttermittel von Lisa
Wagner mindestens in Doppel-, zum Teil in Dreifachbestimmung durchgefiithrt. Bei
Vorversuchen mit dem LZM wurden Storsignale, vermutlich verursacht von Matrixkom-
ponenten, und Retentionszeitverschiebungen, wahrscheinlich hervorgerufen durch eine
hohe Salzlast aufgrund mitgeféllter Puffersalze, beobachtet. Dies beeinflusst die relativen
Responsefaktoren (Wefers & Bunzel, 2016), weshalb die drei beschriebenen Profilings nur
fiir das UZM durchgefiihrt wurden (Wagner, 2022).

3.2.2.4 TIsolierung und Bestimmung der Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasdure

Neben Pektinen und Xyloglucanen sind insbesondere in Getreide Arabinoxylane ein wich-
tiger Bestandteil der NSP (vgl. Kapitel 1.2.3.3). Schendel und Mitarbeitende (2016)
entwickelten eine Profilingmethode, um die mit Ferulasdure veresterten Seitenketten der
Arabinoxylane (FA, FAX und FAXG) zu analysieren. Das Prinzip der Methode beruht auf
der Freisetzung der Seitenketten mittels milder TFA-Hydrolyse (50 mM, 2 h, 100 °C). Die
Hydrolyse wurde von Saulnier und Mitarbeitenden (1995) so optimiert, dass ein méglichst
grofler Anteil an Seitenketten freigesetzt und gleichzeitig so wenig Ferulasdure wie mog-
lich von diesen abgespalten wird. Dabei wird ausgenutzt, dass die Arabinose als Furanose
vorliegt und das Riickgrat aus Xylose in Pyranoseform aufgebaut ist. Glykosidische
Bindungen zwischen Pyranosen sind sdurestabiler als Bindungen, an denen eine Fura-
nose beteiligt ist. Dadurch werden bevorzugt die Seitenketten abgespalten, ohne das

Rickgrat anzugreifen. Um eine cis/trans-Isomerisierung der Ferulasdure zu verhindern,
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wurde das Probenmaterial wahrend der gesamten Analyse vor Licht geschiitzt. Nach der
Hydrolyse folgte eine Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE, engl.: Solid Phase
Extraction) an C18-Material und anschlieBend eine Reduktion zu Zuckeralkoholen mit
Natriumborhydrid. Die Reduktion ist bei dieser Analysenmethode erforderlich, da es sonst
bei der chromatographischen Trennung aufgrund von Mutarotation zwischen a- und B-
Form zu Doppelpeaks kommt. Die Analyse erfolgte mittels HPLC mit Diodenarray-
detektor (DAD) und MS-Detektor. Quantifiziert wurde bei 325 nm (Absorptionsmaximum
der Ferulasiure) iiber eine externe Kalibrierung, fiir die die Standardsubstanzen vor der
Messung analog zur Probe reduziert wurden. Die ausfiihrliche Durchfithrung ist in
Kapitel 8.2.5 beschrieben (Schendel et al, 2016). Im Rahmen der Masterarbeit von Lisa
Wagner (2022) wurde die beschriebene Profilingmethode zur Bestimmung der Arabino-
xylanseitenketten mit Ferulasaure fiir die vier Maisproben (UZM und LZM, n = 3) durch-
gefiihrt.

Die benétigten Standardsubstanzen FA, FAX und FAXG sind nicht kommerziell erhiltlich
und wurden daher im Rahmen dieser Arbeit aus Mais isoliert, angelehnt an das Vorgehen
von Allerdings und Mitarbeitenden (2006) und Schendel und Mitarbeitenden (2016).
Dabei diente UZM aus Mais als Ausgangsmaterial. Daraus wurden mittels milder TFA-
Hydrolyse, wie oben beschrieben, die Seitenketten der enthaltenen Arabinoxylane freige-
setzt. Anschlielend folgten mehrere Schritte, um die Seitenketten zu isolieren und aufzu-
reinigen. Zur Abtrennung der Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasdure von anderen
I6slichen Komponenten wurde als erster Schritt eine priaparative Sdule mit Amberlite
XAD-2-Material verwendet. Die Trennung beruht auf Wechselwirkungen zwischen dem
Saulenmaterial (Styrol-Divinylbenzol-Harz) und dem aromatischen System der Ferula-
sdure. In einem zweiten Schritt wurden die einzelnen Komponenten in der erhaltenen
Fraktion weiter aufgereinigt. Hierzu bot sich die préaparative GroBenausschluss-
chromatographie (SEC, engl.: Size-Exclusion Chromatography) an. Da Ferulasiure im
ultravioletten (UV) Licht ein Absorptionsmaximum aufweist, konnte zur Detektion ein
UV-Detektor genutzt werden. Fur die SEC koénnen unterschiedliche Saulenmaterialien
genutzt werden. Eine Moglichkeit ist das Bio-Gel P2-Material (Appeldoorn et al, 2013),
wobei die Trennung auf GréBenausschlussmechanismen beruht. Eine Alternative stellt
das Sephadex LH-20-Material dar. Dieses ist aus quervernetztem, hydroxypropyliertem
Dextran aufgebaut, wodurch es sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften
aufweist. Dies kann bei der Trennung von Oligosacchariden mit Ferulasdure ausgenutzt
werden, da zusitzlich zur Auftrennung nach GréBe noch Adsorptionsmechanismen
auftreten. Wihrend der gesamten Standardisolierung wurden die Fraktionen, soweit
moglich, vor Licht geschiitzt, um die Isomerisierung der Ferulasidure zu minimieren. Nach
der Auftrennung wurden die einzelnen Fraktionen identifiziert bzw. charakterisiert und

gegebenenfalls weiter aufgereinigt (Allerdings et al., 2006; Schendel et al, 2016).

In dieser Arbeit wurde zur Gewinnung von Standardsubstanzen (FA, FAX, FAXG sowie
weiteren AXOS) ca. 1 kg Futtermais von einem lokalen Handler als Rohmaterial einge-

setzt. Die Maiskorner wurden zunachst gemahlen und mit Aceton entfettet. Aus dem ent-
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fetteten Mehl wurde, wie in Kapitel 3.2.1.1 beschrieben, nach Stidrke- und Proteinverdau
die wasserunlosliche Fraktion als UZM im préaparativen MalBstab gewonnen. Die genaue
Durchfiihrung ist in Kapitel 8.2.6 beschrieben. Da im gewonnenen UZM mittels Jod-
Starkenachweis noch Starkereste nachzuweisen waren, erfolgte ein Nachverdau des UZM
nach dem gleichen Prinzip (Ausbeute ca. 90 g, 9,4 %). Daraus wurden mittels milder TFA-
Hydrolyse (50 mM, 20 min, 95 °C) die Seitenketten freigesetzt und die 16slichen Polysac-
charide durch Prazipitation mit 80%igem Ethanol abgetrennt. Die Aufreinigung des Uber-
stands erfolgte nach Entfernung des Ethanols mittels Amberlite XAD-2 durch Auftren-
nung in drei Fraktionen: H2O-Fraktion (freie Monosaccharide sowie Arabinoxylanseiten-
ketten ohne Ferulasidure), Methanol/H:0-Fraktion (Seitenketten mit Ferulasdure) und
Methanol-Fraktion (z. B. Oligosaccharide mit DFS). Die weitere Fraktionierung der Sei-
tenketten mit Ferulasdure in der Methanol/H2O-Fraktion erfolgte mit einem préaparativen
Flissigchromatographie (LC, engl.: Liquid Chromatography)-UV-System mit einer Se-
phadex LH-20-Saule und einem automatisierten Fraktionensammler (Arbeitsvorschrift
s. Kapitel 8.2.6). Ein dabei aufgenommenes Chromatogramm ist in Abbildung A5 (Kapitel
9.1) dargestellt. Die erhaltenen Sephadex-Fraktionen wurden entsprechend dem Chroma-
togramm vereinigt und charakterisiert. Die hier nicht weiter beschriebenen Fraktionen,
wie die H20-Fraktion nach Amberlite, wurden gesammelt und werden im Rahmen eines
anderen Projektes aufgearbeitet. Aullerdem wurden aus dem UZM nach milder Siure-
hydrolyse mittels enzymatischer Hydrolyse AXOS freigesetzt, fraktioniert und mittels
praparativer LC aufgetrennt (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.2.8 sowie Abbildung A6 und
Abbildung A7 (Kapitel 9.1)). Diese werden ebenfalls im Rahmen des anderen Projekts

weiter aufgereinigt und charakterisiert.

Zur Charakterisierung und Identifizierung der Arabinoxylanseitenketten mit Ferula-
saure in den Sephadex-Fraktionen wurden verschiedene Methoden herangezogen. Die
Einzelheiten sind in der Arbeitsvorschrift in Kapitel 8.2.7 aufgefiihrt. Zunichst wurde die
Monosaccharidzusammensetzung mittels Methanolyse gefolgt von einer TFA-Hydrolyse
fiir ausgewéhlte Fraktionen bestimmt (vgl. Kapitel 3.2.2.1). AuBerdem wurden das UV-
Spektrum sowie das Molekulargewicht der Komponenten mittels HPLC-DAD/MS
ermittelt. Die Erkenntnisse aus diesen Analysen sind in Tabelle A5 (Kapitel 9.2) zusam-
mengefasst. Zur abschlieBenden Identifizierung wurden Messungen mittels Kernspin-
resonanzspektroskopie (NMR, engl.: Nuclear Magnetic Resonance) durchgefiihrt, hierzu
wurden verschiedene 2D NMR-Experimente verwendet. Anhand der Heteronuclear Single
Quantum Coherence (HSQC)-, HSQC/ Total Correlated Spectroscopy (TOCSY)-, Hetero-
nuclear 2-Bond Correlation (H2BC)- und Heteronuclear Multiple Bond Correlation
(HMBC)-Spektren war eine eindeutige Identifizierung von FA, FAX und FAXG méglich.

3.2.2.5 Bestimmung der phenolischen Sduren und Oligoferulasduren

Ein besonderes Strukturmerkmal von Arabinoxylanen sind die Crosslinks, die tiber die

Di- bzw. Oligomerisierung der Ferulasiduren an den Seitenketten ausgebildet werden
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konnen (vgl. Kapitel 1.2.3.3). Dadurch kénnen die Polysaccharide quervernetzt vorliegen
und sind beispielsweise fiir die Spaltung durch Enzyme schwerer zugéngig. Aus diesem
Grund wurden die verschiedenen Maisproben auf den Gehalt an estergebundenen pheno-
lischen Sauren sowie DFS und Triferulasiduren (TriFS) hin untersucht. Dafiir wurden

diese von den Zellwandkomponenten abgespalten, aufgereinigt und quantifiziert.

Zur Spaltung der Esterbindung kann grundsitzlich eine saure, alkalische oder enzyma-
tische Hydrolyse genutzt werden. Am weitesten verbreitet ist die Verseifung mittels
Natronlauge, wobei unterschiedliche Konzentrationen, Temperaturen und Reaktions-
dauern beschrieben sind (Barberousse et al, 2008). Bei der Bestimmung der zellwandge-
bundenen Phenolcarbonsiuren nach Dobberstein und Bunzel (2010) erfolgt die Hydrolyse
mit 2 M Natronlauge fir 18 Stunden bei Raumtemperatur unter Licht- und Sauerstoft-
ausschluss. Die anschlieBende Extraktion erfolgt mit Diethylether. Mit dieser Methode
werden alle estergebundenen Komponenten erfasst. Fir die chromatographische Analyse
wird ein HPLC-DAD-System verwendet, wobei die Mono- und Oligomere mit zwei

getrennten Gradientenprogrammen analysiert werden.

Im Rahmen der Masterarbeit von Lisa Wagner (2022) wurde diese Analyse mit den vier
Maisproben (UZM und LZM, n = 3) durchgefiihrt. Aufgrund einer Koelution mit Matrix-
komponenten wurde das Gradientenprogramm fir die Di- und Trimere angepasst
(s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.2.9). Die Zuordnung der Analyten erfolgte iiber den Ab-
gleich der Retentionszeiten und UV-Spektren entsprechender Standardsubstanzen. Fir
die 8-8nc-DFS und 8-8-THF-DFS wurde zur eindeutigen Identifizierung eine Aufstockung
der Probenlésung mit Standardsubstanzen durchgefithrt. Die Quantifizierung der
Monomere erfolgte Uber eine externe Kalibrierung, wohingegen fir die Bestimmung der
DF'S und TriF'S die von Dobberstein und Bunzel (2010) ermittelten Korrekturfaktoren mit
dem erweiterten Konzentrationsbereich nach Pedersen und Mitarbeitenden (2015)

herangezogen wurden. Die Arbeitsvorschrift ist in Kapitel 8.2.9 aufgefiihrt.

3.3 Charakterisierung der zugesetzten Komponenten

Zur Charakterisierung der Xylanase und des XOS-haltigen Materials wurde im Rahmen
der Masterarbeit von Lukas Sitter (2022) eine Methode zur Bestimmung von (A)XOS
mittels HPAEC-PAD entwickelt und fiir die Analyse der XOS-haltigen Probe eingesetzt.
Die entwickelte HPAEC-PAD-Methode eignet sich ebenfalls zur Charakterisierung von
Xylanasen durch die Bestimmung der von der Xylanase freigesetzten Oligosaccharide
(Sitter, 2022). Die im Fiitterungsversuch eingesetzte Xylanase wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit auf Grundlage dieses Prinzips charakterisiert (vgl. Kapitel 3.3.3).

3.3.1 HPAEC-Methode zur Trennung von (Arabino-)Xylooligosacchariden

Fiir die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung von (A)XOS mittels HPAEC-PAD
wurden kommerziell erhiltliche Standardsubstanzen von Megazyme verwendet. Zur Ver-
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fiigung standen lineare XOS mit DP 2 - 6 (X3 - X6) und fiinf verzweigte AXOS. Die Struk-
turen sowie deren Bezeichnungen und Abkiirzungen sind in Abbildung 10 aufgefiihrt. Die
Benennung der AXOS erfolgte nach dem von Fauré und Mitarbeitenden (2009) vorgeschla-
genen System. Dabei steht ,X“ fiir eine B-D-Xylopyranoseeinheit des Xylanriickgrats und
LA fur eine Xyloseeinheit, die eine a-L-Arabinofuranose als Seitenkette tragt. Die hoch-
gestellte Zahl gibt an, Giber welche Position die Arabinose an die Xyloseeinheit gebunden
ist. Handelt es sich um eine disubstituierte Xyloseeinheit, beispielsweise in Position O-2

und O-3, wird dies als ,A2*3“ angegeben.

Xylobiose, X, Xylotetraose, X,

Xylotriose, X, Xylopentaose, Xg
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Abbildung 10: Strukturen der kommerziell erhaltlichen Standardsubstanzen der Xylooligosaccharide
(XOS, oben) und Arabinoxylooligosaccharide (AXOS, unten). Xylohexaose (Xg) ist nicht gezeigt, Xylose-
einheiten sind hellgriin und Arabinoseeinheiten dunkelgriin hervorgehoben. Die Benennung der AXOS
entspricht dem gangigen System nach Fauré und Mitarbeitenden (2009).

Die Standardsubstanzen XA2XX und XA3XX lagen als Standardmix vor. Die Elutions-
reihenfolge sowie das Verhiltnis der beiden Komponenten wurden im Rahmen der
Masterarbeit von Lukas Sitter (2022) bestimmt, sodass die Mischung zur Erstellung von
Kalibrierkurven genutzt werden konnte. Um die Elutionsreihenfolge festzustellen, wur-
den die beiden AXOS mittels HPAEC getrennt und fraktioniert. Die Fraktionen wurden
mithilfe der Methylierungsanalyse (vgl. Kapitel 3.2.2.2) auf vorkommende Bindungs-
typen untersucht, wodurch eine eindeutige Zuordnung méglich war (XA2XX eluiert vor
XA3XX). Das Verhiltnis wurde {iber quantitative H-NMR-Spektroskopie ermittelt und
XA2XX: XA3XX entspricht dem Verhéilnis von 47,4:52,6. Ebenfalls tiberpriift wurden die
Reinheiten der anderen (A)XOS-Standardsubstanzen mittels HPAEC-PAD und 'H-NMR-
Spektroskopie. Sie entsprachen weitgehend den Herstellerangaben, mit geringen Abwei-

chungen abhingig von der Analysemethode (Sitter, 2022).
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3.3 Charakterisierung der zugesetzten Komponenten

Da die Methode zur Untersuchung von Probenmaterial, das moglicherweise neben (A)XOS
weitere Oligosaccharide enthilt, entwickelt wurde, wurde der HPAEC-Gradient von
Lukas Sitter (2022) so optimiert, dass es zu keiner Koelution zwischen (A)XOS und
potenziell in der Probe vorhandenen Oligosacchariden kommt. Berticksichtigt wurden
dabei Cellooligosaccharide (COS, DP 2 - 6, Cz - Cs), Maltooligosaccharide (MalOS, DP 2 - 5,
Mal; - Mals) sowie die RFO (DP 3 - 5, Raffinose, Stachyose, Verbascose), da diese in den
zu untersuchenden Proben auf Mais- oder Soja-basis vermutet wurden. Zuséatzlich wurde
sichergestellt, dass es zu keiner Koelution mit fiir Zellwandpolysaccharide typischen
Monosacchariden und Uronsauren (vgl. Kapitel 1.2) kommt. Fiir die Trennung wurde eine
CarboPac PA200-Siule verwendet sowie wéssrige Eluenten mit Natronlauge und Natri-
umacetat. Als interner Standard wurden mehrere Oligosaccharide getestet und Isomalto-
triose (10 uM) ausgewihlt, da sie natiirlicherweise nicht in den Proben erwartet wird und
als isolierter Peak vorlag. Bei Isomaltotriose handelt es sich um ein Trisaccharid, das aus
a-(1—6)-verkniipfter D-Glucopyranose aufgebaut ist. Fiir die XOS und AXOS wurden Kali-
brierkurven aufgenommen, die linearen Bereiche ermittelt und relative Responsefaktoren
bestimmt. Mit diesen ist eine (semi-)quantitative Bestimmung der (A)XOS ohne erneute
Aufnahme einer Kalibrierung moglich. Zusitzlich wurden die Nachweis- und Bestim-
mungsgrenzen (LOD bzw. LOQ, engl.: Limit of Detection/Quantification) ermittelt (Sitter,
2022). Die bestimmten Werte sind in Tabelle A6 (Kapitel 9.2) zusammengefasst. In
Abbildung A8 (Kapitel 9.1) sind HPAEC-Chromatogramme der Standardsubstanzen,
gemessen mit dem optimierten Gradientenprogramm (HPAEC-Bedingungen s. Kapitel
8.3.1), gezeigt.

Die Zuordnung der Signale einer Probe erfolgte iber die Messung eines Standardmixes
oder Uber den Abgleich der relativen Retentionszeiten zu Isomaltotriose. Aullerdem wurde
ein HPAEC-PAD/MS-System zur weiteren Identifizierung der Oligosaccharide genutzt
(Steck et al.,, 2021). Dieses erméglicht die Kombination der leistungsfihigen Trennung der
Oligosaccharide mittels HPAEC und einer anschlieBenden empfindlichen Detektion mit
dem PAD sowie eine parallele MS-Messung. Die MS-Daten kénnen genutzt werden, um
die Zuordnung der Oligosaccharide iiber deren Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis (m/2) abzu-
sichern. Diese Kopplung von HPAEC und MS ist eher unkonventionell, da die hohe
Salzlast des alkalischen FlieBmittels, das fiir die HPAEC-Trennung benétigt wird (vgl.
Kapitel 3.2.1.3), ein Problem fiir die MS-Detektion darstellt. Bei der hier verwendeten
Anlage wurde das Eluat nach der Sdule gesplittet. Ein Teil (ca. 1/3) wurde zum PAD
geleitet, der andere Teil Richtung MS, wobei zunéichst eine Entsalzung des Eluats mit
einem elektrolytisch regenerierenden Suppressor erfolgte. Dieser wurde mit Wasser im
Gegenfluss betrieben. Dabei wird Wasser elektrolytisch gespalten und durch eine ionen-
sensitive Membran Na* durch HsO* ausgetauscht. Die Analyten verbleiben im Eluat,
wohingegen Na* als Natronlauge sowie bei dem Prozess entstandener Sauerstoff und
Wasserstoff mit dem Regenerentenfluss abtransportiert werden. Zur Uberwachung der
Entsalzung wurde das Eluat anschlieBend zu einem Leitfdhigkeitsdetektor geleitet. Bevor

es schlussendlich zur MS gelangte, erfolgte tiber ein T-Stiick mit einer zusétzlichen
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Pumpe die Zugabe von geringen Mengen Lithiumchlorid fir die Adduktbildung. Dem-
entsprechend wurden mit diesem System in der Regel die Lithiumaddukte der Oligosac-
charide mit dem MS gemessen. Der Aufbau des HPAEC-PAD/MS-Systems ist schematisch
in Abbildung 11 dargestellt. Fiir die MS-Detektion wurde ein Single-Quadrupol-Spektro-
meter mit einer Elektrosprayionisation (ESI) verwendet.

Eluenten = -
2 & & @] o
an

z 2 Suppressor (8)) T-Stiick

Pumpe Splitter PAD MS

Saule

Abfall Abfall
Injektion Ventil

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der Kopplung von Hochleistungsanionenaustauschchromato-
graphie mit gepulst amperometrischer und paralleler massenspektrometrischer Detektion
(HPAEC-PAD/MS) (CD: Leitfadhigkeitsdetektor)

Die ESI eignet sich als Ionisationstechnik in der Flissigkeitschromatographie, da sie
gleichzeitig die Ionisierung der Analyten und deren Ubergang von der gelésten Form in
die Gasphase ermoglicht. Das Eluat mit den Analyten gelangt zunéchst in eine beheizte
und elektrisch geladene Sprihkapillare und wird am Ende dieser mithilfe eines Zerstau-
bergases zu einem geladenen Aerosol zerstdubt. Die entstandenen geladenen Tropfchen
befinden sich in einem elektrischen Feld, das zwischen Spriihkapillare und Gegenelek-
trode angelegt ist und werden in Richtung Gegenelektrode beschleunigt. Aufgrund der
erhohten Temperatur und/oder eines Trockengasstroms wird die GroBle der Tropfchen
sukzessive reduziert bis die Analytionen in die Gasphase freigesetzt werden. Fir die
Freisetzung werden verschiedene Theorien diskutiert, wie die Coulomb-Explosion oder die
Droplet Jet Fission, wobei der genaue Mechanismus nicht abschlieend geklart ist. Die
Tonen gelangen durch eine kleine Offnung in der Gegenelektrode in die Transferkapillare
und werden zum Massenanalysator geleitet. Bei der ESI handelt es sich um eine sanfte
Ionisationstechnik, bei der iiberwiegend nicht-fragmentierte Quasimolekiilionen erzeugt
werden. Die Ionen werden im Massenanalysator, in diesem Fall einem Single-Quadrupol-
Spektrometer, nach ihrem m/z aufgetrennt. Der Quadrupol ist aus vier parallel ange-
ordneten Stabelektroden aufgebaut, an denen eine von einer Wechselspannung tber-
lagerte Gleichspannung angelegt wird, wodurch die Flugbahn fir Ionen mit einem
definierten m/z stabilisiert wird. Anschlieend treffen die Ionen mit dem entsprechenden
m/z auf einen Sekundirelektronenvervielfacher, welcher durch eine Elektronenkaskade
einen messbaren Stromfluss erzeugt. Es koénnen verschiedene Messmodi ausgewihlt

werden: Im Full-Scan-Modus wird ein festgelegter m/z-Bereich gescannt und als 7otal Ion
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Chromatogram (TIC) ausgegeben. Beim Selected ITon Monitoring (SIM) werden einzelne
m/z ausgewahlt und dadurch mit héherer Empfindlichkeit erfasst. Der Quadrupol wird
dabei so eingestellt, dass nur die entsprechenden Ionen passieren kénnen und detektiert
werden. Der SIM-Modus bietet sich insbesondere dann an, wenn die m/z der gesuchten

Analyten bekannt sind oder wenn mittels MS quantifiziert werden soll.

3.3.2 Untersuchung des XOS-haltigen Materials

Das im Fitterungsversuch zugesetzte XOS-haltige Material aus Maiskolben sollte cha-
rakterisiert werden, um festzustellen, welche XOS in welchen Mengen bzw. Verhéltnissen
enthalten sind und ob weitere Oligosaccharide, wie AXOS oder andere bei der Herstellung
eventuell erzeugte Oligosaccharide, vorkommen. Dies kann unter anderem dazu bei-
tragen, Zusammenhénge zwischen beobachteten Effekten, z. B. auf die Leistung oder das
Mikrobiom der Broiler, und der Struktur der eingesetzten (A)XOS herzustellen.

Im Rahmen der Masterarbeit von Lukas Sitter (2022) wurden zunichst die Oligosaccha-
ride aus der Probe des eingesetzten XOS-haltigen Materials wassrig extrahiert. Anschlie-
Bend erfolgte eine Prézipitation der 16slichen Polysaccharide mittels 80%igem Ethanol.
Nach Zentrifugation wurde der oligosaccharidhaltige Uberstand evaporiert und wieder in
Wasser aufgenommen. Von dieser Fraktion wurde die Monosaccharidzusammensetzung
nach Methanolyse gefolgt von einer TFA-Hydrolyse mittels HPAEC-PAD bestimmt (vgl.
Kapitel 3.2.2.1). AuBBerdem wurden die freien Monosaccharide mittels HPAEC-PAD sowie
die enthaltenen Oligosaccharide mittels der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Methode (vgl.
Kapitel 3.3.1) analysiert. Es erfolgte eine (semi-)quantitative Bestimmung der XOS mit-
hilfe der ermittelten relativen Responsefaktoren (Sitter, 2022). Die detaillierte Arbeits-
vorschrift ist in Kapitel 8.3.2 aufgefiihrt.

3.3.3 Charakterisierung der Xylanase

Neben dem XOS-haltigen Material sollte die eingesetzte endo-Xylanase hinsichtlich ver-
schiedener Punkte charakterisiert werden. Es sollte festgestellt werden, welche Oligo-
saccharide das Enzym in vitro aus den verwendeten Einzelfuttermitteln freisetzen kann
und inwiefern die bekannten Nebenaktivititen eine Rolle spielen. Dies sollte Aufschluss
dartuber geben, welche Oligosaccharide an den Effekten der Xylanase beteiligt sind und
welche in den Ileum- und Caecumproben vorkommen konnten. Aullerdem sollte Giberprift
werden, wie die Xylanase inaktiviert werden kann. Dies ist insbesondere bei der
Extraktion der Oligosaccharide aus den Darmproben von Relevanz, um auszuschlieBen,
dass die Xylanase wiahrend oder nach der Extraktion weiter aktiv ist und moéglicherweise

Oligosaccharide generiert, die nicht in der urspriinglichen Darmprobe enthalten waren.

Um eine geeignete Inaktivierungsmoglichkeit fiir die Xylanase zu finden, wurden
verschiedene Ansitze getestet. Grundsatzlich konnen Enzyme durch mechanische oder

thermische Beanspruchung sowie Zugabe von organischen Losungsmitteln denaturiert
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und damit inaktiviert werden. Aullerdem ist eine Inaktivierung durch die Verdnderung
des pH-Werts moglich, jedoch konnen dadurch auch die Strukturen der Oligo- und Poly-
saccharide beeinflusst werden, weshalb dieser Ansatz nicht weiterverfolgt wurde. Zur
Uberpriifung der Effektivitat der anderen Moglichkeiten wurde die Xylanase zu einer
xylanhaltigen Lésung gegeben, die Inaktivierung mittels einer der genannten Methoden
durchgefiihrt und die Losung anschlieBend inkubiert, um zu tUberpriifen, ob die Inakti-
vierung erfolgreich war. Da schwer abzuschéitzen war, in welchen Mengen die Xylanase
schlussendlich in den Darmproben vorliegt, wurden die Versuche mit hoheren Enzym-
aktivitaten als die empfohlene Standarddosis durchgefiihrt, um eine vollstidndige Inakti-
vierung in den Proben sicherzustellen (finaler Test mit 2000-facher Menge der Standard-
dosis). Die Hydrolyseprodukte wurden mittels HPAEC-PAD detektiert und es wurden
stets Negativkontrollen (ohne Xylanasezugabe) und Positivkontrollen (ohne Inaktivie-
rung) zum Vergleich mitgefiihrt (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.3.3). Die Erkenntnisse der
Inaktivierungstests werden in Kapitel 4.3.2.1 ausfihrlich beschrieben. Als geeignete
Methode stellte sich die Inaktivierung mit 80%igem Ethanol, gefolgt von der Abtrennung

der denaturierten Enzyme durch Zentrifugation, heraus.

Zur Untersuchung, welche Oligosaccharide aus den Einzelfuttermitteln freigesetzt wer-
den konnen, wurden das UZM und LZM der Mais- und Sojaproben aus der Masterarbeit
von Lisa Wagner (vgl. Kapitel 3.2.1.1) herangezogen und mit unterschiedlichen Konzen-
trationen (Negativkontrolle, 2 x und 100 x Standarddosis; vgl. Kapitel 3.1) der einge-
setzten endo-Xylanase inkubiert. Zur detaillierteren Abklarung der Haupt- und Neben-
aktivitaten der Xylanase, wurden aullerdem verschiedene Oligosaccharidstandard-
substanzen (XOS, AXOS, COS, MalOS, ManOS und RFO) mit der endo-Xylanase
inkubiert. Um Temperatur und Inkubationszeit den Bedingungen im Verdauungstrakt
der Hithner anzupassen, wurde jeweils bei 40 °C fiir 4 h in wéassriger Losung inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde das Enzym durch Zugabe von Ethanol inaktiviert. Bei
diesem Schritt erfolgte gleichzeitig eine Ausfdllung der léslichen Polysaccharide. Der
Uberstand mit den enthaltenen Oligosacchariden wurde eingedampft, wieder in Wasser
aufgenommen und mittels HAPEC-PAD/MS analysiert. Dafiir wurde das in Kapitel
3.4.3.3 beschriebene erweiterte Oligosaccharidprofiling verwendet. Die genaue Durch-

fihrung ist in Kapitel 8.3.3 beschrieben.

3.4 Analyse der Kohlenhydrate in den Ileum- und Caecumproben

Um Einblicke zu erhalten, welche Oligosaccharide im Verdauungstrakt von Broilern vor-
kommen, insbesondere nach Zugabe von stimulierenden Komponenten zum Futter,
sollten die im Darminhalt enthaltenen Oligosaccharide in den Proben aus Ileum und
Caecum analysiert werden. Die Herausforderung bei dieser Art von Proben liegt darin,
die Matrix weitgehend abzutrennen, sodass die Analyten ohne stérende Matrixeinfliisse
chromatographisch getrennt und detektiert werden kénnen. Einen zweiten Faktor stellt

die limitierte Probenmenge und die geringe Menge an enthaltenen Oligosacchariden dar.
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Ein weiterer Punkt ist die Vielzahl von Oligosacchariden, die potenziell in solchen Proben

vorkommen kénnen (vgl. Kapitel 4.4.4).

Aufgrund der oben angefiihrten Faktoren ist die Analyse von Kohlenhydraten in Proben
aus dem Darm komplex und die Entwicklung von geeigneten Aufarbeitungs- und Analyse-
methoden zeitaufwendig. In der Literatur sind dazu aktuell vereinzelt Methoden beschrie-
ben: Kouzounis und Mitarbeitende (2022a) nutzten HILIC-MS®, wofiir die Oligosaccharide
reduziert und mittels SPE-Kartuschen mit nicht-porésem Graphit (nPGC, engl.: Non-Por-
ous Graphitized Carbon)-Material aufgearbeitet wurden. Dale und Mitarbeitende (2020)
nutzten HPAEC-PAD mit einer HPAEC-Methode zur parallelen Bestimmung von XOS
und COS, welche von Xu und Mitarbeitenden (2013) entwickelt wurde. Morgan und Mitar-
beitende (2020) nutzten HPLC-DAD/MS nach Umsetzung der in der Probe enthaltenen
XOS zu 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMP)-Derivaten (vgl. Kapitel 4.4). In der vorlie-
genden Arbeit wurden die niedermolekularen 15slichen Kohlenhydrate (NLKH) aus den
Ileum- und Caecumproben extrahiert und mittels SPE weiter aufgereinigt. Die Analyse
erfolgte mittels HPAEC-PAD/MS. Die HPAEC ermoglicht eine gute Trennung verschie-
dener Oligosaccharide und durch die Kopplung mit einem MS-Detektor (vgl. Kapitel 3.3.1)
ist eine Identifizierung der Oligosaccharide tber den Vergleich von Retentionszeit und
Massenspektrum mit Standardsubstanzen moglich. Zusétzlich erfolgte die Analyse der
Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharide nach TFA-Hydrolyse. Aullerdem
wurden mittels HPAEC-PAD die freien Monosaccharide sowie die RFO bestimmt. In den
folgenden Kapiteln wird die genaue Vorgehensweise zur Analyse der Darmproben
erlautert. Zur Entwicklung der Methoden standen Darmproben aus anderen, dhnlich
aufgebauten Fiitterungsversuchen (Broiler, Futter auf Mais-Soja-basis, Einsatz von
Xylanase und/oder XOS) zur Verfiigung, die ebenfalls von AB Vista bereitgestellt wurden.
Der Futterungsversuch zur Gewinnung dieser Ileumproben wurde ebenfalls von Diego
Melo-Duran (Autonome Universitat Barcelona, Spanien) durchgefiihrt. Der Versuch, aus
dem die Caecumproben fiir die Methodenentwicklung stammten, wurde von Antonija
Simié (Harper Adams University, UK) durchgefiihrt. Dieser Caecumprobensatz wurde im
Rahmen der Masterarbeit von Anna Rausch (2022) hinsichtlich der vorkommenden

Oligosaccharide analysiert.

3.4.1 Extraktion der niedermolekularen l6slichen Kohlenhydrate

Als Erstes wurden die Oligosaccharide aus dem gefriergetrockneten Probenmaterial
extrahiert. Hierfir wurde 80%iges Ethanol als Extraktionsmittel gewahlt, um sicherzu-
stellen, dass in der Probe vorhandene Mikroorganismen abgetétet und Enzyme, insbe-
sondere die dem Futter zugegebene Xylanase, inaktiviert werden (vgl. Kapitel 4.3.2.1).
Damit sollte vermieden werden, dass wiahrend der Extraktion Veranderungen der Kohlen-
hydratkomponenten auftreten, beispielsweise durch die enzymatische Freisetzung
weiterer, nicht urspriinglich in der Probe vorhandener Oligosaccharide. Gleichzeitig

wurde das Probenmaterial bei diesem Schritt sterilisiert, was aus Sicherheitsgriinden
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erforderlich war, da eventuell pathogene Mikroorganismen wie Sa/monella und Campylo-
bacter vorkommen hétten konnen. AulBlerdem wurden gleichzeitig die wasserloslichen
Polysaccharide abgetrennt, da diese in 80%igem Ethanol weitestgehend prizipitieren (vgl.
Kapitel 3.2.1.1). Im ethanolischen Extrakt befanden sich demzufolge die NLKH (Mono-
und Oligosaccharide) sowie unter diesen Bedingungen 16sliche Matrixkomponenten (z. B.
Salze und Proteinkomponenten). Zuriick blieb der alkoholunlésliche Riickstand, der unter
anderem lésliche und unlésliche Polysaccharide enthélt. Die Extraktion erfolgte bei 40 °C
(ungefihre Kérpertemperatur des Huhns) unter mehrfachem bzw. stindigem Schiitteln
tuber mehrere Extraktionsschritte. Das beschriebene allgemeine Vorgehen bei der
Extraktion wurde fir Ileum- und Caecumproben aufgrund der unterschiedlichen Formen
(Ileum: gefriergetrocknetes gemahlenes Pulver, Caecum: gefriergetrocknet in Eppendorf-
ReaktionsgefiBen, vgl. Kapitel 3.1) nach entsprechenden Vorversuchen leicht angepasst.
Die Ileumproben wurden eingewogen und dreifach mit 80%igem Ethanol extrahiert
(s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.1). Die Caecumproben wurden vollsténdig in Zentrifugen-
rohrchen uberfihrt, mit dem Spatel zu Pulver zerdriickt und vierfach extrahiert, um
auszugleichen, dass die Probe nicht fein gemahlen vorlag und die Probenmenge zum Teil
variierte. Die Bestimmung der Probenmenge erfolgte in diesem Fall durch Wiegen des
vollen und leeren Eppendorf-ReaktionsgefiBes vor und nach der Uberfithrung des
Probenmaterials in das Zentrifugenréhrchen (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.5.1). Nach der
Extraktion wurde der Ethanolanteil des ethanolischen Extrakts evaporiert. Die
Entfernung des restlichen Wassers erfolgte durch Gefriertrocknen. Der Riickstand wurde
in Wasser aufgenommen und nochmals zentrifugiert, um Stoffe abzutrennen, die im
ethanolischen Extrakt 16slich waren, aber nicht in reinem Wasser (s. Arbeitsvorschriften
Kapitel 8.4.1 und 8.5.1). Dieser Uberstand wird im Folgenden als NLKH-Fraktion

bezeichnet.

3.4.2 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion
Bei der Analyse der NLKH-Fraktion mittels HPAEC ergaben sich eine Reihe von Problem-

stellungen, hauptsichlich bedingt durch die komplexe Matrix und die vielen in den Proben
enthaltenen Stoffe (vgl. Kapitel 4.4.2). Die Effekte waren bei den Caecumproben deutlich
ausgepragter als bei den Ileumproben, was sich unter anderem durch die hohe Zahl an
Mikroorganismen im Caecum erklaren lasst. Um Matrixeffekte zu minimieren, stehen
verschiedene Aufreinigungsmethoden, wie Dialyse, Ionenaustauscher, SEC, SPE sowie
Nano- und Ultrafiltration, zur Auswahl (Packer et al, 1998; Kothari et al, 2014). Es
wurden verschiedene Ansétze getestet (unter anderem Ionenaustauscher und Spin-
konzentratoren), wobei sich die SPE als am vielversprechendsten und praktikabelsten fiir
die grofle Anzahl an Proben erwies. Bei der SPE stehen verschiedene Materialien zur
Verfligung, die je nach Anforderungen eingesetzt werden konnen, um verschiedene Stoffe

bzw. Stoffgruppen abzutrennen.
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Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Oligosaccharide. Diese sollten unter anderem auf
Grundlage der Monosaccharidzusammensetzung nach Sdurehydrolyse bestimmt werden.
In den Proben kamen frei vorliegende Monosaccharide vor und da nach der Hydrolyse
nicht unterschieden werden kann, ob ein Monosaccharid urspriinglich frei oder in einem
Oligosaccharid gebunden vorlag, miissen die freien Monosaccharide aus der NLKH-
Fraktion zuvor abgetrennt werden. Die Analysen sollten mittels HPAEC-PAD/MS
durchgefiihrt werden. Wie bereits erwahnt, konnen in der Messlosung enthaltene Salze
zu einer Verschiebung der Retentionszeit bei der HPAEC-Trennung fithren. Salze konnen
bei den gewéahlten Extraktionsbedingungen mitextrahiert werden und sollten daher vor
der HPAEC-Analyse entfernt werden. Mit einer SPE mit nPGC-Material ist es méglich
Oligosaccharide von Monosacchariden, aber auch von Salzen und anderen Komponenten,
wie Proteinen, zu trennen. Das Prinzip beruht darauf, dass die verschiedenen Kohlen-
hydratkomponenten unterschiedliche Affinitdten zur stationdren Phase aufweisen und
durch verschiedene Elutionsmittel gestaffelt eluiert werden kénnen (Packer et al., 1998;
Redmond & Packer, 1999). Dabei spielen GroBe, Ladung und die Konfiguration bzw.
Planaritédt der Kohlenhydrate eine entscheidende Rolle. Der genaue Interaktionsmecha-
nismus ist nicht abschlieBend geklart. Es wird diskutiert, dass Dipole induziert werden
konnen und es somit zu Dipol-Dipol-Wechselwirkungen kommt. Ein zweiter Erklarungs-
ansatz ist, dass in der Graphitstruktur stark delokalisierte Elektronen an den Kanten der
einzelnen Ebenen erzeugt werden, mit denen die Kohlenhydrate iiber Wasserstoffbriicken
interagieren kénnen (Robinson et al., 2018). In der Literatur ausfiihrlich beschrieben ist
das Elutionsverhalten verschiedener Saccharide. Nach Aufgabe einer wéssrigen Probe
konnen enthaltene Salze und neutrale Monosaccharide, wie Pentosen, Hexosen und
Aminozucker, mit Wasser vollstéandig eluiert werden. Di- und Oligosaccharide sowie
geladene Saccharide weisen eine hohere Affinitét auf und verbleiben auf der Siule. Zur
Elution von neutralen Oligosacchariden, wie (A)XOS, COS, MalOS, RFO etc., wird ein
organischer Modifier benoétigt. Hierfir wird haufig Acetonitril in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt, je nach gewlinschter Auftrennung sind Anteile von 4 % bis
80 % beschrieben. Zur Elution von geladenen Mono- und Oligosacchariden, wie beispiels-
weise Uronsduren und daraus aufgebaute Oligosaccharide, ist der Zusatz geringer
Mengen Saure (0,05 - 0,1 %) erforderlich. Hierzu werden meist TFA oder Ameisenséiure
verwendet (Packer etal, 1998; Redmond & Packer, 1999; Boulos & Nystréom, 2017;
Robinson et al, 2018).

Die zur Methodenentwicklung durchgefiihrten Versuche werden in Kapitel 4.4.2 ausge-
fihrt. Zur Aufreinigung der Ileum- und Caecumproben wurden verschiedene Varianten
getestet und unter anderem Elutionsverhalten, Kapazitéit sowie Wiederfindungen bei der
Verwendung von nPGC-Kartuschen iberprift. Aullerdem wurde getestet, ob die
Kartuschen mehrfach verwendet werden konnen. Auf Grundlage der Ergebnisse dieser
Versuche wurde eine Methode zur Aufreinigung und Fraktionierung der Darmproben
mittels nPGC-SPE entwickelt. Wie oben beschrieben, unterschieden sich die Ileum- und

Caecumproben in der Komplexitdt der Matrix, weshalb die Aufreinigungsmethoden
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entsprechend angepasst wurden. Die Ileumproben wurden aufgrund der einfacheren
Matrix mit einer weniger umfangreichen und arbeitsintensiven Methode aufgereinigt als
die Caecumproben, dennoch sind die erhaltenen Ergebnisse vergleichbar. In Abbildung 12
sind die entwickelten Aufarbeitungsmethoden schematisch dargestellt. Wie die einzelnen

Fraktionen analysiert wurden, ist in den folgenden Kapiteln beschrieben.

)
lleum- Caecum- s
- Caecumprobe
probe probe C18 SPE [ ]
— Konditionieren
(80 % Methanol, Wasser) NLKH-Fraktion

—_—
Extraktion Extraktion
(80 % Ethanol) :> AUR (80 % Ethanol) AUR Prolzs \;’i/:sfsge:ben
- N : - Eluieren
NLKH- $ Freie Monos. NLKH- L (mit Wasser)
Fraktion und RFO Fraktion p =
= Freie Monos. nrac-
I C18 SPE &) Konditionieren

(Acetonitril, Wasser)

n-PGC >PE nPGC SPE $ Monos - Probe aufgeben
Fraktion (nach C18-SPE)

1. Elutionsschritt #N  Neutrale

II[ [

MSz der 0S MSZ der OS (mit Wasser) Monos., Salze
0% Fraktlon 05- Fraktlon 2. Elu_tipnsschritt Neutrale OS
OS- Pr0f|| OS-Profil L (Acetonitril:Wasser, 1:1)

Abbildung 12: Entwickelte Methode zur Aufreinigung der lleumproben (links) und Caecumproben
(mittig). Rechts sind Details zur Kombination der Festphasenextraktion (SPE) mit C18- und nicht-
porésem Graphit (nPGC)-Material gezeigt (AUR: alkoholunléslicher Riickstand, NLKH: niedermolekulare
[6sliche Kohlenhydrate, Monos.: Monosaccharide, RFO: Oligosaccharide der Raffinose-Familie, OS:
Oligosaccharide, MSZ: Monosaccharidzusammensetzung).

Bei den Ileumproben war es moglich die freien Monosaccharide sowie die RFO direkt aus
der NLKH-Fraktion ohne weitere Aufreinigungsschritte zu bestimmen. Zur Analyse der
nicht-RFO Oligosaccharide wurde die NLKH-Fraktion mittels nPGC-SPE aufgereinigt.
Nach Konditionierung mit Acetonitril und Wasser wurde die Probe aufgegeben, die
neutralen Monosaccharide und Salze durch einen Waschschritt mit Wasser entfernt und
anschlieBend die neutralen und geladenen Oligosaccharide mit Acetonitril/Wasser (50/50,
viv) mit Ameisensaurezusatz (0,1 %) eluiert. In diesem Elutionsschritt wiirden auch freie
Uronsauren eluieren, allerdings ergab die Analyse der freien Monosaccharide, dass in den
Proben keine freien Uronsiduren in detektierbaren Mengen enthalten waren. Demnach
enthielt diese Fraktion ausschlieBlich Oligosaccharide. Die SPE-Kartusche wurde rekon-
ditioniert und ein zweites Mal verwendet (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.3). Das
Acetonitril/Wasser/Ameisensdure-Eluat wurde im Evaporator von Acetonitril befreit und
anschlieBend gefriergetrocknet. Zur Entfernung von Ameisensidureresten wurde der
Rickstand mehrfach in 80- und 100%igem Ethanol aufgenommen und wieder vollstéandig

eingedampft, da sonst keine zuverlidssige Trennung mittels HPAEC méglich war (vgl.
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Kapitel 4.4.2). Zum Schluss wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen. Diese Losung

wird im Folgenden als Oligosaccharidfraktion bezeichnet.

Bei den Caecumproben war es aufgrund der Matrixzusammensetzung nicht méglich die
NLKH-Fraktion direkt zu analysieren. Selbst eine Aufreinigung mittels nPGC-SPE war
nicht ausreichend, wie sich im Rahmen der Masterarbeit von Anna Rausch (2022) heraus-
stellte. Als geeignet erwies sich die Kombination aus einer SPE mit C18-Material gefolgt
von einer SPE-Fraktionierung mittels nPGC-Material (Rausch, 2022). Dieses Vorgehen
wurde fir die in dieser Arbeit untersuchten Caecumproben getestet und entsprechend
angepasst. Einzelheiten zur Methodenentwicklung und zur Uberpriifung des gewéhlten
Aufarbeitungsverfahrens sind in Kapitel 4.4.2 und 4.4.3 beschrieben. Die optimierte
Methode zur Aufreinigung der Caecumproben ist in Abbildung 12 gezeigt. Details sind der
Arbeitsvorschrift in Kapitel 8.5.2 zu entnehmen. Die NLKH-Fraktion wurde auf die C18-
SPE aufgegeben und die zu analysierenden Mono- und Oligosaccharide (bis zu einem
bestimmten DP) wissrig eluiert, wobei Matrixkomponenten auf der Siule verbleiben. Das
Eluat wurde anschlieBend mittels nPGC-SPE in zwei Fraktionen getrennt. Das wéssrige
Eluat enthélt die neutralen Monosaccharide. Es wurde gefriergetrocknet und wieder in
einem definierten Volumen Wasser aufgenommen, um es aufzukonzentrieren. Die so
erhaltene Fraktion wird im Folgenden als Monosaccharidfraktion bezeichnet. Zur Elution
der Oligosaccharide wurde in diesem Fall ein Acetonitril/Wasser-Gemisch (50/50) ohne
Saurezusatz verwendet, da in Vorversuchen keine freien Uronsduren oder geladene Oligo-
saccharide in den Proben festgestellt werden konnten. Damit wurden vermehrt auftre-
tende negative Einfliisse durch Ameisensidurereste auf die Trennung mittels HPAEC
eliminiert (vgl. Kapitel 4.4.2). Acetonitril und Wasser wurden durch Evaporation bzw.
Gefriertrocknung entfernt. Losungsmittelreste wurden durch Evaporation mit Ethanol
entfernt und der Rickstand in Wasser aufgenommen, analog zur Oligosaccharidfraktion

der Ileumproben.

3.4.3 Analysen mittels HPAEC

3.4.3.1 Freie Monosaccharide und Oligosaccharide der Raffinose-Familie

Bei den Ileumproben konnten die freien Monosaccharide direkt aus der NLKH-Fraktion
analysiert werden. Aullerdem wurde bei Vorversuchen beobachtet, dass die RFO die domi-
nierenden Oligosaccharide in den Ileumproben sein kénnten, weshalb eine Quantifizier-
ung dieser angestrebt wurde. Es war moglich den HPAEC-Gradienten, der zur Analyse
der Monosaccharide nach Sdurehydrolyse (vgl. Kapitel 3.2.2.1) verwendet wurde, so
anzupassen, dass mit einer Messung sowohl die freien Monosaccharide als auch die RFO
quantifiziert werden konnten (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.2). Da in diesem Fall,
anders als bei der Monosaccharidzusammensetzung, nicht die prozentualen Verhéltnisse
der Zucker, sondern die absoluten Mengen bestimmt werden sollten, wurde ein interner
Standard ausgewéhlt. Dieser wurde in einer definierten Konzentration zu Kalibrier- und

Probenlésungen gegeben und die Auswertung erfolgte iiber die Flachenverhaltnisse der
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Signale von internem Standard und Analyt. Dadurch konnen beispielsweise Einflisse
durch die Alterung des FlieBmittels oder Verdnderungen im PAD-Response durch Ablage-
rungen auf der Goldelektrode besser ausgeglichen werden. Auch Matrixeffekte konnen so
teilweise berticksichtigt werden. AuBerdem erméglicht dies die Uberwachung einer
fehlerfreien Injektion sowie systembedingter Veranderungen uber die gesamte Messreihe
hinweg. Als interner Standard wurden mehrere Mono- und Disaccharide getestet und
2-Desoxy-D-Glucose ausgewdihlt, da sie nicht natiirlicherweise in den Proben zu erwarten

ist und als 1solierter Peak bei dem verwendeten Gradienten eluiert.

Die freien Monosaccharide in den Caecumproben wurden aufgrund verschiedener Matrix-
effekte nicht aus der NLKH-Fraktion, sondern aus der Monosaccharidfraktion nach SPE-
Aufreinigung analysiert (vgl. Kapitel 3.4.2). Hierfiir wurde der normale HPAEC-Gradient
fiir Monosaccharide verwendet (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.5.3). In den Chromatogram-
men traten mehrere nicht zugeordnete Signale auf, eventuell von Zuckern mikrobiellen
Ursprungs oder anderen Komponenten. 2-Desoxyglucose wurde als interner Standard
mitgefiihrt, um das System zu tiberwachen, jedoch wurde in diesem Fall aufgrund koeluie-
render Matrixkomponenten ohne internen Standard ausgewertet. Die RFO befinden sich
nach nPGC-Fraktionierung in der Oligosaccharidfraktion und wurden daher fiir die Cae-
cumproben nur bei der Bestimmung des Oligosaccharidprofils erfasst und nicht separat

quantifiziert.

3.4.3.2 Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktion

Um Erkenntnisse tber die enthaltenen Oligosaccharide zu sammeln, insbesondere da
nicht alle Oligosaccharide identifiziert werden konnten, wurde die Monosaccharidzusam-
mensetzung der Oligosaccharidfraktionen von Ileum- und Caecumproben analysiert. Vor-
versuche ergaben, dass in den Proben keine uronsiurehaltigen Oligosaccharide in rele-
vanten Mengen enthalten waren. Deshalb wurde in Erwigung gezogen, fir die Hydrolyse
TFA ohne vorgeschaltete Methanolyse zu nutzen (vgl. Kapitel 3.2.2.1). In einem Vorver-
such zur Einschitzung der Reproduzierbarkeit der Analyse wurden beide Ansétze getestet
und vergleichbare Ergebnisse erzielt, weshalb die weniger arbeitsintensive TFA-Hydro-
lyse ohne vorherige Methanolyse fiir die Freisetzung der Monosaccharide aus den Oligo-
sacchariden ausgewihlt wurde (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.4 und 8.5.4). Ebenfalls
uberprift wurde die Wiederfindung von ausgewahlten Oligosacchariden nach TFA-
Hydrolyse (vgl. Kapitel 4.5.2.1). Wahrend der Methodenentwicklung zeigte sich, dass in
den Proben neben den erwarteten Monosacchariden aus Oligosacchariden, die auf Zell-
wandpolysaccharide oder natiirlicherweise vorkommende Oligosaccharide zuriickzu-
fihren sind, weitere Signale detektiert werden. Diese konnten den Aminozuckern
Galactosamin und Glucosamin sowie der Pentose Ribose zugeordnet werden, wobei
Galactosamin mit Rhamnose koeluiert. Ein HPAEC-Chromatogramm zur Illustration der
Elutionsreihenfolge der erwarteten und zusétzlich detektierten Monosaccharide ist in

Abbildung A9 (Kapitel 9.1) gezeigt. Es wurde ein Gradientenprogramm entwickelt, um
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festzustellen, ob in der Probe Galactosamin, Rhamnose oder beide Zucker enthalten sind
(s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.5.5). Bei Testmessungen wurde beobachtet, dass Glu-
cosamin zur Herabsetzung des PAD-Responses der danach eluierenden Monosaccharide
fihrt. Weitere Tests ergaben, dass es sich dabei um einen zum Teil konzentrations-
abhingigen Effekt handelt, der an verschiedenen HPAEC-Systemen unterschiedlich stark
ausgepragt war. Die nach saurer Hydrolyse erhaltenen Monosaccharidproben wurden an
dem HPAEC-System gemessen, an dem die Effekte am geringsten waren. Zusitzlich
wurde bei den Messungen der Caecumproben eine Aminotrap (vgl. Kapitel 4.4.3) einge-
setzt, da dadurch eine Verbesserung der Messergebnisse erzielt werden konnte. Die
beobachteten Effekte werden in Kapitel 4.4.3 genauer beschrieben und diskutiert. Um die
Effekte besser einschétzen zu konnen, wurden fir ausgewéhlte Messreihen zusétzlich
eine Kalibrierung fiir Glucosamin aufgenommen, um die Gehalte quantifizieren zu
kénnen. Bei allen Messungen zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung
wurde 2-Desoxyglucose zugegeben und fiir die Auswertung herangezogen. Es wurde
entschieden, die Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der
Ileum- und Caecumproben ebenfalls absolut in mg pro g gefriergetrocknetem Darminhalt
zu berechnen und nicht, wie tiblich, als molare Anteile anzugeben. Dies ermdéglichte unter

anderem eine Abschédtzung der Menge an enthaltenen Oligosacchariden.

3.4.3.3 Erweitertes Oligosaccharidprofiling mittels HPAEC-PAD/MS

Aus der Monosaccharidzusammensetzung konnen Riickschliisse auf die enthaltenen Oli-
gosaccharide gezogen werden, jedoch basiert die Zuordnung auf Annahmen, welche Oligo-
saccharide in der Probe erwartet werden. Um die Oligosaccharide tatséchlich identi-
fizieren und bestimmen zu koénnen, ist eine entsprechende Analysemethode erforderlich.
Hierflr eignet sich das in Kapitel 3.3.1 vorgestellte HPAEC-PAD/MS-System. Mittels
eines geeigneten Gradienten konnen die Oligosaccharide mit der HPAEC aufgetrennt
werden und die MS-Messung liefert zusétzlich zur Retentionszeit Informationen, die fiir

eine eindeutige Zuordnung genutzt werden kénnen.

Der HPAEC-Gradient wurde ausgehend von der HPAEC-Methode zur Bestimmung von
(A)XOS von Lukas Sitter (vgl. Kapitel 3.3.1) erweitert und fiir diese Fragestellung opti-
miert. Die Profilingmethode zur Bestimmung der Oligosaccharide in den Darmproben
sollte moglichst viele potenziell in den Proben enthaltene Oligosaccharide umfassen.
Hierfiir wurden Erkenntnisse aus der Untersuchung der Einzelfuttermittel und der zuge-
gebenen Komponenten sowie theoretische Uberlegungen herangezogen. Details hierzu
werden in Kapitel 4.4.4 beschrieben. In das Oligosaccharidprofiling integriert wurden
AXOS, X0S, COS, MalOS, ManOS, RFO sowie die Invertaseabbauprodukte der RFO,
Arabinoxylanseitenketten, Galactan- und Arabinanoligosaccharide. Angaben zu Herstel-
lern und Reinheit der kommerziell erhaltlichen Oligosaccharidstandards sind in Kapitel
7.2 aufgefiihrt. Die Generierung der Invertaseabbauprodukte und die HPAEC-PAD/MS-
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Bedingungen zum entwickelten Profiling sind in Kapitel 8.4.5 beschrieben. Als interner

Standard wurde Isomaltotriose genutzt.

Zur Bestimmung des Oligosaccharidprofils wurden die aufgearbeiteten Oligosaccharid-
fraktionen der Ileum- und Caecumproben mit der entwickelten erweiterten HPAEC-
PAD/MS-Methode gemessen (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.5 und 8.5.6) und wie in Kapi-
tel 4.4.4 beschrieben ausgewertet. Zusitzlich wurden einzelne dieser Proben mit dem
zuvor beschriebenen Arabinan- und Galactanprofiling analysiert (vgl. Kapitel 3.2.2.3), um
die Ergebnisse abzusichern (s. Arbeitsvorschrift Kapitel 8.4.6 und 8.5.7).

3.4.4 Methylierungsanalyse nach Enzymverdau

Mit der erweiterten HPAEC-PAD/MS-Methode zur Erfassung des Oligosaccharidprofils
konnten, trotz der grolen Anzahl beriicksichtigter Oligosaccharide, nur die Oligosaccha-
ride identifiziert werden, fiir die Standardsubstanzen zur Verfiigung standen. Um weiter-
fiihrende Erkenntnisse tiber die enthaltenen Oligosaccharide zu erlangen und um Liicken
zwischen Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharide nach TFA-Hydrolyse und
ermitteltem Oligosaccharidprofil zu schlieBen, wurde die in Kapitel 3.2.2.2 beschriebene
Methylierungsanalyse zur Bestimmung der Bindungsverhéltnisse fiir ausgewéhlte Darm-
proben durchgefithrt. Im Rahmen der Masterarbeit von Anna Rausch (2022) wurden
bereits Caecumproben mittels Methylierungsanalyse untersucht. Aus diesem Grund lag
der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Analyse der Bindungsverhéltnisse der Oligo-
saccharide in den Ileumproben. Da einige Ileumproben, insbesondere Proben von Tag 21,
grofle Mengen RFO enthielten und diese bereits eindeutig identifiziert waren, wurde eine
Methode entwickelt, um die RFO mittels enzymatischer Hydrolyse selektiv aus den Pro-
ben zu entfernen. Dies war erforderlich, da die PMAAs, die aus den RFO gebildet worden
waren, die GC-Chromatogramme derart dominiert hitten, dass die Analyse der gesuchten
PMAAs, die in wesentlich geringeren Mengen vorkamen, nicht moglich gewesen wire.
Zuséatzlich wurden aus Stirke stammende MalOS, die zum Teil ebenfalls in gréBeren
Mengen in den Proben vorkamen, durch enzymatischen Abbau entfernt. Fir den
enzymatischen Abbau der RFO und MalOS wurde zur NLKH-Fraktion der ausgewéahlten
Ileumproben ein Enzymmix, bestehend aus Invertase, a-Galactosidase und Amylogluco-
sidase, gegeben. Die Enzymkonzentrationen und Inkubationsbedingungen wurden so
gewdhlt, dass die RFO und MalOS in den Proben vollstdndig abgebaut werden sollten.
AuBlerdem wurde tberpriift, dass die Enzyme bei den gewéihlten Bedingungen keine
Nebenaktivitdten gegeniiber anderen Oligosacchariden aufweisen. Hierzu wurden
Versuche analog zur Uberpriifung der Nebenaktivitéten der eingesetzten Xylanase durch-
gefithrt (vgl. Kapitel 3.3.3). Nach der enzymatischen Hydrolyse der stérenden Oligosac-
charide wurden die freigesetzten Monosaccharide, zusammen mit den in der Probe
vorkommenden freien Monosacchariden, mittels nPGC-SPE von den Oligosacchariden
separiert (vgl. Kapitel 3.4.2). Aufgrund der hohen Wechselwirkungen des nPGC-Materials
mit Proteinen wurden bei diesem Schritt gleichzeitig die zugegebenen Enzyme abge-

58



3.4 Analyse der Kohlenhydrate in den Ileum- und Caecumproben

trennt. Das Eluat, welches die Oligosaccharide enthielt, wurde getrocknet und in Wasser
aufgenommen. Ein Teil dieser Oligosaccharidfraktion nach Enzymverdau wurde fir die
Methylierungsanalyse verwendet. Zusétzlich wurde die Monosaccharidzusammensetzung
und das Oligosaccharidprofil dieser Fraktion, analog zu den nicht mit Enzymen behan-
delten Ileumproben, bestimmt (vgl. Kapitel 3.4.3.2 und 3.4.3.3).

Fir diesen Analyseansatz wurden zwolf repréasentative Ileumproben aus dem Probensatz
Basisfutter Mais 3 ausgewahlt. Pro Futtervariante und Alter wurden je zwei zusammen-
passende biologische Replikate analysiert. Diese sind in Tabelle A4 (Kapitel 9.2) fett
hervorgehoben. Die Durchfiihrung ist in Kapitel 8.4.7 aufgefiihrt.

3.4.5 Auswahl der Ileum- und Caecumproben fiir die Analysen

Fur die Analyse der Oligosaccharide in Proben aus dem Darm von Broilern standen die in
Kapitel 3.1 beschriebenen Ileum- und Caecumproben aus dem ebenfalls in jenem Kapitel
beschriebenen Futterungsversuch zur Verfiigung. Aufgrund der hohen Anzahl an Proben
und der zeitaufwindigen Analytik wurde entschieden, den Probenumfang auf Proben
zweler Basisfuttermittel zu begrenzen. Die Auswahl erfolgte auf Grundlage der Ergeb-
nisse der Charakterisierung der Einzelfuttermittel (vgl. Kapitel 4.1 und 4.2) sowie der
vorlaufigen Auswertung der Leistungsparameter des Filitterungsversuchs in Zusammen-
arbeit mit den Kooperationspartnern. Bei der Analyse der Arabinoxylanseitenketten der
vier Maissorten konnten Unterschiede zwischen Maissorte 4 und den anderen drei
Maissorten festgestellt werden, daher wurden die Proben von Basisfutter Mais 4 ausge-
wahlt. Die Charakterisierung der Sojaproben ergab, dass sich diese in ihrem RFO-Gehalt
unterscheiden. Alle Basisfuttermittel enthielten die beiden Sojakomponenten in leicht
unterschiedlichen Anteilen, wobei Basisfutter Mais 1 in der Zusammensetzung deutlich
abwich (vgl. Tabelle A1, Kapitel 9.2). Um den Einfluss der Sojakomponenten so gering wie
moglich zu halten, wurden daher die Proben von Basisfutter Mais 1 ausgeschlossen.
Anhand der vorlaufigen Leistungsparameter konnte die Auswahl nicht weiter eingegrenzt
werden. Aus diesem Grund fiel die Wahl, neben den Proben von Basisfutter Mais 4,

willkiirlich auf die Proben der Tiere, die mit Basisfutter Mais 3 gefiittert wurden.

Aufgrund verschiedener Faktoren (geringe Probenmenge, Sterblichkeit) waren die Darm-
proben fiir die Analyse der Oligosaccharide nicht vollstéandig. Die fehlenden Proben sind
in Tabelle A4 (Kapitel 9.2) dunkelgrau markiert. Insbesondere die Caecumproben von
Tag 41 waren unvollstdndig: Es lagen nur 26 der 48 angedachten Proben vor. Die vorlie-
genden Proben verteilten sich gleichméBig auf die sechs Futtervarianten, sodass pro
Futtervariante mindestens 4 der urspriinglich geplanten 8 Proben (= biologische Repli-
kate) vorlagen, mit Ausnahme von Mais 3-Xyla (3 Proben). Die Ileumproben von Tag 41
waren nahezu vollstandig (41 von 48). Von Tag 21 waren alle Ileum- und Caecumproben

vorhanden (eweils 48 Proben, 8 Proben pro Futtervariante).

Aus allen vorliegenden Ileum- und Caecumproben (Basisfutter Mais 3 und Mais 4) wurden
die NLKH-Fraktionen extrahiert (vgl. Kapitel 3.4.1). Die freien Monosaccharide wurden
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fur alle vorliegenden Ileum- und Caecumproben bestimmt, und fiir alle vorliegenden
Ileumproben wurden die Gehalte an RFO ermittelt (vgl. Kapitel 3.4.3.1). In Tabelle 1 ist
eine Ubersicht der analysierten Parameter, aufgeschliisselt nach Darmabschnitt und
Alter, dargestellt. Die Ileum- und Caecumproben von Tag 21 waren vollstandig, weshalb
hier die Oligosaccharidfraktionen aller Proben analysiert werden konnten. Aufgrund der
unvollstandigen Proben von Tag 41 und der zeitaufwendigen Aufarbeitung, wurde
beschlossen fir die Proben von Tag 41 eine sinnvolle Auswahl fiir die Analyse der Oligo-
saccharidfraktionen zu treffen. Daflir wurde herangezogen, dass immer eine Ileum- und
eine Caecumprobe ein zusammengehorendes Paar darstellen, da sie denselben Tieren
entnommen wurden. Beispielsweise die Proben 1a-41-1 und 1a-41-C sind der Ileum- bzw.
Caecuminhalt aus denselben Tieren (bei Proben von Tag 41 wurde jeweils der Ileum- und
Caecuminhalt zweier Tiere aus demselben Kifig gepoolt, vgl. Kapitel 3.1). Um spéter
mogliche Zusammenhinge zwischen Analyseergebnissen der Oligosaccharide und einzel-
ner Tiere erkennen zu kénnen, wurden die Tag-41-Proben fiir die Analyse der Oligosac-
charide dementsprechend ausgewéihlt. Als Grundlage wurden die vorhandenen Caecum-
proben genommen und jeweils die zugehoérigen Ileumproben, wenn vorhanden, ausge-
wahlt (23 Probenpaare). Da pro Futtervariante und Darmabschnitt, wenn mdoglich,
mindestens vier biologische Replikate analysiert werden sollten, wurden entsprechend
weitere Ileum- und Caecumproben ausgewihlt. Die Auswahl ist in Tabelle A4 (Kapitel
9.2) gekennzeichnet.

Tabelle 1: Ubersicht der lleum- und Caecumproben und der jeweils analysierten Parameter (alle: Proben
vollstandig (8 biologische Replikate pro Futtervariante); alle vorliegenden: Proben unvollstindig;
ausgewahlte: gezielt zu Caecumproben passend ausgewahlt, vgl. Tabelle A4; in Klammer: Anzahl der
analysierten Proben; RFO: Oligosaccharide der Raffinose-Familie, SPE: Festphasenextraktion)

Oligosaccharidfraktion nach SPE

Proben Freie Monosaccharide RFO Monosaccharid- . . .
Oligosaccharidprofil
zusammensetzung
lleum Tag 21 alle (48) alle (48) alle (48) alle (48)
Caecum Tag 21 alle (48) - alle (48) alle (48)
lleum Tag 41 alle vorliegenden (41) alle vorliegenden (41) ausgewahlte (28) ausgewahlte (28)
Caecum Tag 41 alle vorliegenden (26) - alle vorliegenden (26) alle vorliegenden (26)
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4. Ergebnisse und Diskussion

In den nachfolgenden Kapiteln werden zunéichst die Ergebnisse der Charakterisierung
der Einzelfuttermittel sowie der zum Futter zugesetzten Komponenten beschrieben.
Anschliefend werden Details zur Entwicklung der Methode zur Untersuchung der Ileum-

und Caecumproben erldutert und danach die Untersuchungsergebnisse ausgefiihrt.

4.1 Charakterisierung der Einzelfuttermittel - Mais

Die in diesem Kapitel aufgefithrten Ergebnisse der Maisproben wurden im Rahmen der
Masterarbeit von Lisa Wagner (2022) generiert und werden hier nur zusammenfassend
aufgefiihrt. Dabei wird der Fokus auf die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Proben
gelegt. Es werden insbesondere Mais 3 und 4 betrachtet, da die [leum- und Caecumproben
dieser Maissorten analysiert wurden (vgl. Kapitel 3.4.5). Detailliertere Betrachtungen
und weiterfithrende Literaturvergleiche sind der Masterarbeit zu entnehmen (Wagner,
2022).

4.1.1 Grundcharakterisierung

Zur grundlegenden Charakterisierung und zur Abschitzung der Anteile der NSP in den
Maisproben wurde der Gehalt an UZM und LZM sowie an Klason-Lignin im UZM
bestimmt. Die Analyseergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Gehalte an unldslichem und l6slichem Zellwandmaterial (UZM, LZM) der Maisproben
(links; g/100 g entfettetes Mehl + Standardabweichung, n = 3) sowie die Gehalte an Klason-Lignin des
UZMs (rechts; g/100 g UZM t Standardabweichung, n =3). Alle Ergebnisse sind um Protein- und
Aschegehalt korrigiert (modifiziert nach Wagner, 2022).

Es sind keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Maissorten ersichtlich. Alle vier
Proben weisen sehr dhnliche Gehalte an Zellwandmaterialien auf, wobei der Anteil des
UZMs etwa um einen Faktor 10 hoher ist als der des LZMs. In der Literatur sind Werte
in dhnlichen Bereichen beschrieben (Bach Knudsen, 1997; Jaworski et al, 2015), wobei
beim Vergleich zu berucksichtigen ist, dass zum Teil abweichende Analysemethoden
verwendet wurden. Fiir den Fitterungsversuch bedeuten diese Ergebnisse, dass es keine

quantitativen Unterschiede in den Anteilen der NSP aus der Maiskomponente gibt und
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4 Ergebnisse und Diskussion

die NSP iiberwiegend aus unléslichen Polysacchariden bestehen. Unter der Annahme,
dass das Zellwandmaterial (nach Protein- und Aschekorrektur) ausschlieBlich aus NSP
und Lignin besteht, ergeben sich durch die Addition von ligninkorrigiertem UZM und LZM
NSP-Gehalte zwischen 10,4 und 10,6 g/100 g entfettetem Mehl.

4.1.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

Es wurden verschiedene Analysen durchgefiihrt, um die Zellwandpolysaccharide ndher zu
charakterisieren. Die Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung und der Methy-
lierungsanalyse der Polysaccharide des LZMs und UZMs der vier Maisproben sind in
Abbildung 14 und Tabelle 2 zusammengefasst. Da die verschiedenen Maissorten sehr
dhnliche Ergebnisse bei der Bestimmung der Bindungsverhéltnisse aufwiesen, sind exem-
plarisch die Werte der Probe Mais 3 aufgefiihrt. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse
der iibrigen Proben kénnen in Tabelle A7 und Tabelle A8 (Kapitel 9.2) eingesehen werden.

Die Analyse der Monosaccharidzusammensetzung der Polysaccharide des LZMs
(Abbildung 14, oben) ergab, dass die 16slichen Polysaccharide der Maisproben sehr #hnlich
zusammengesetzt sind. Bei allen vier Proben dominiert die Mannose (durchschnittlich
38,0 mol%), gefolgt von Arabinose (21,5 mol%). In mittleren Anteilen kommen Xylose
(13,2 mol%), Glucose (11,7 mol%) und Galactose (9,7 mol%) vor. Rhamnose (1,6 mol%),
Galacturonsiure (2,7 mol%) und Glucuronsiure (1,6 mol%) konnten lediglich in kleinen

Anteilen bestimmt werden.

Die Methylierungsanalyse (Tabelle 2) ergab, dass die Mannose in den Polysacchariden des
LZMs iiberwiegend terminal gebunden vorliegt (9,6 mol%), was auf Verzweigungen
und/oder kurzkettige Strukturen hindeutet. Aullerdem konnten gréflere Anteile an 1,2-
verkniipfter Mannopyranose festgestellt werden (5,1 mol%). Diese Verkniipfung ist fiir
pflanzliche Polysaccharide ungewodhnlich, da Mannose hauptsiachlich in Mannanen
vorkommt und diese in der Regel B-(1—4)-glykosidisch verkniipft vorliegen (vgl. Kapitel
1.2.3.3). Dieser Bindungstyp konnte auch nachgewiesen werden, allerdings nur in gerin-
gen Mengen (0,6 mol%). Zusitzlich wiesen die festgestellten Mannoseanteile eine starke
Differenz zwischen Monosaccharidzusammensetzung (36,4 mol%) und Methylierungs-
analyse (15,3 mol%) auf. Der Ursprung der Mannose im LZM konnte nicht abschlieBend

geklart werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Arabinose- und Xyloseeinheiten konnen mithilfe der Methylierungsanalysedaten
tiberwiegend Arabinoxylanen zugeordnet werden. Wie in Kapitel 1.2.3.3 im Detail be-
schrieben, tragt das B-(1—4)-verkniipfte Xylanriickgrat der Arabinoxylane iiber die O-2-
und/oder O-3-Position Seitenketten, die hauptsachlich aus Arabinose oder kurzen Oligo-
sacchariden bestehen und mit Ferulasdure verknipft vorliegen kénnen. Die Daten der
Methylierungsanalyse zeigen, dass die Seitenketten des Arabinoxylans im LZM tiberwie-
gend iiber die O-3-Position gebunden vorliegen (8,7 mol% 1,3,4-verkniipfte Xylopyranose),
aber auch Verkniipfungen iiber die O-2-Position vorkommen (1,2 mol% 1,2,4-verkniipfte
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4.1 Charakterisierung der Einzelfuttermittel - Mais

Monosaccharidzusammensetzung des LZMs Tabelle 2: Ergeb.nlsse der Bindungstypen
100 nach Methylierungsanalyse (mol% *

Range/2, n = 2) des léslichen bzw. un-
I6slichen Zellwandmaterials (LZM bzw.

80 39,0 36,4 38,8 UZM) am Beispiel von Mais 3 (PMAA:
© partiell methylierte Alditolacetate, Glc:
E 60 Glucose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose,
£ Gal: Galactose, Man: Mannose, Rha:
g 40 Rhamnose, t: terminal, p: -pyranose, f:
< 96 88 59 -furanose; Wagner, 2022)

20 Mais 3 ZM uzm

19,6 21,8 23,2 21,2 PMAA in mol% in mol%

0 t-Glcp 43+04 1,6 £0,0

Mais 1 Mais 2 Mais 3 Mais 4 1,3-Glep - 2601

BRha MAra " Gal EGlc mXyl @WMan mGalA HGIcA 1,4-Glep 19,7£26 325+14
1,3,6-Glcp 0,7£0,2 -

Monosaccharidzusammensetzung des UZMs 1,4,6-Glcp 1,8 +0,4 2,1+0,0

100 — — Summe 26,5 £3,6 388+1,6

t-Xylp 1,8 +0,0 230,11

1,4-Xylp 4,6 +0,0 49+0,2

80 1,2,4-Xylp 1,2 +0,2 1,5 +0,1
° 1,3,4-Xylp 8,7 £0,5 9,4 +0,1
2 60 1,2,3,4-Xylp 7,0 £0,0 13,3 +1,7
< Summe 23,3+0,7 313+22
T t-Araf 20,0+1,1 14,7 £0,5
E 1,2-Araf 1,3+0,1 1,1+0,0

o a6 a5 5,3 1,3-Araf 2,9£0,3 1,4 +0,0

20 1,5-Araf 3,0£0,2 2,9£0,0

24,0 2.5 27,3 1,2,5-Araf - 0,6 £0,0

1,3,5-Araf 0,8+0,1 0,3+0,0

0 Mais 1 Mais 2 Mais 3 Mais 4 1,23 5-Araf - 4309

Summe 28,0+1,7 253+1,5

HAra " Gal EGlc mXyl HMan ®GalA EGIcA Galp 1801 17101
1,3-Galp 0,7+0,1 -

Abbildung 14: Ergebnisse der Monosaccharidzusammenset- 1,4-Galp 0,7%02 12401
zung der Maisproben (mol%, n = 3). Oben: Lésliches Zell- 1,3,6-Galp 27205 -

. . Summe 7,008 29+0,2

wandmaterial (LZM) nach Methanolyse; unten: Unl6s- Manp 9615 02100

liches Zellwandmaterial (UZM) nach Schwefelsdurehydro- 1,2-Manp 51401 N

lyse (Rha: Rhamnose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc: 1,4-Manp 0,6+0,1 1,0 +0,1

Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, GalA: Galacturon- Summe 153 £1,7 1,2+0,1

saure, GIcA: Glucuronsaure; modifiziert nach Wagner, 1,2,4-Rhap - 0,5 +0,0

2022) Summe - 0,5+0,0

Xylopyranose). Die 1,2,3,4-verkniipfte Xylopyranose deutet auf disubstituierte Einheiten
hin, wobei zu beachten ist, dass das entsprechende PMAA auch durch Untermethylierung
wiahrend der Aufarbeitung entstehen kann (vgl. Kapitel 3.2.2.2). Die terminalen Arabi-
noseeinheiten konnen durch die einfachen, aus Arabinose bestehenden Seitenketten
erklart werden. Bei den bekannten komplexeren Seitenketten liegt die Arabinose 1,2-
glykosidisch verkntiipft vor. Da noch weitere Bindungstypen fir die Arabinose festgestellt
wurden, ist davon auszugehen, dass die Arabinose nicht vollstdndig den Arabinoxylanen
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4 Ergebnisse und Diskussion

zugeordnet werden kann. Dies verdeutlicht, warum das Verhiltnis von Arabinose zu
Xylose nur als Orientierung zur Einschitzung des Substitutionsgrads herangezogen wer-
den sollte. Fir die 16slichen Polysaccharide in diesen Proben liegt das A/X zwischen 1,5

und 1,7. Dies legt nahe, dass es sich um hochsubstituierte Arabinoxylane handelt.

Die Monosaccharidzusammensetzung der UZM (Abbildung 14, unten) zeigt, dass die un-
l6slichen Polysaccharide aller vier Proben ebenfalls eine sehr dhnliche Zusammensetzung
aufweisen. Sie sind hauptsichlich aus Xylose (durchschnittlich 34,9 mol%), Glucose
(31,3 mol%) und Arabinose (25,2 mol%) aufgebaut. AuBerdem konnte ein Anteil von
durchschnittlich 4,9 mol% Galactose sowie kleine Anteile an Mannose (1,6 mol%),
Galacturonsiure (1,0 mol%) und Glucuronsaure (1,0 mol%) nachgewiesen werden. Dies
entspricht der Erwartung, da die Zellwdnde von Grasern tberwiegend aus Arabino-
xylanen und Cellulose (1,4-verkniipfte Glucopyranose) aufgebaut sind (vgl. Kapitel
1.2.3.1). Die Daten der Methylierungsanalyse des UZMs (s. Tabelle 2) zeigen, dass die
Seitenketten auch bei den unloslichen Arabinoxylanen haufiger tiber die O-3-Position
gebunden sind als {iber die O-2-Position (9,4 mol% 1,3,4- und 1,5 mol% 1,2,4-verkniipfte
Xylopyranose). Der hohe Anteil an 1,2,3,4-verkniipfter Xylopyranose (13,3 mol%) spricht
fir eine bei unléslichem Material hiufiger auftretende Untermethylierung, da bei einem
A/X zwischen 0,7 und 0,8 disubstituierte Einheiten (bei entsprechendem Vorkommen von
monosubstituierten Xyloseeinheiten) nicht in den bestimmten Anteilen erwartet werden.
Das A/X der unléslichen Polysaccharide ist damit deutlich niedriger als das der 16slichen,
dennoch kann bei diesem Wert im Vergleich zu anderen Getreidesorten von einem hoch-

substituierten Arabinoxylan ausgegangen werden (vgl. Kapitel 1.2.3.3).

Um die Arabinoxylane weiter zu charakterisieren, wurde das Vorkommen von mit Ferula-
saure veresterten Seitenketten analysiert sowie die Gehalte von estergebundenen pheno-
lischen Sduren und Oligoferulaséduren bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15
gezeigt. Im linken Diagramm dieser Abbildung ist zu sehen, dass wie erwartet die Seiten-
kette FA dominiert, gefolgt von FAX und FAXG (vgl. Kapitel 1.2.3.3). Diese Ergebnisse
werden, unter anderem durch einen hohen Anteil terminaler Arabinose, bei der
Methylierungsanalyse bestatigt. Auffallig ist, dass Mais 4 einen geringeren Gehalt an FA
aufweist als die anderen untersuchten Maisproben. Dies kann in zwei Richtungen
interpretiert werden: Entweder besitzen die Arabinoxylane dieser Probe weniger Seiten-
ketten mit Ferulasdure, was unter anderem dazu fithren kénnte, dass weniger Crosslinks
ausgebildet werden kénnen und die Arabinoxylane weniger vernetzt vorliegen oder die
Seitenketten mit Ferulasdure sind beispielsweise tiber die Ausbildung von DFS vermehrt
in Crosslinks eingebunden, weshalb weniger FA bei der Analysenaufarbeitung freigesetzt
und detektiert wird. Bei der ersten Variante wére in der Probe ein geringerer Anteil an
gebundener Ferulasdure und ihrer Oligomeren zu erwarten. Trifft die zweite Variante zu,
misste der Gehalt an DFS und TriFS erhoht sein im Vergleich zu den anderen Proben.
Im rechten Diagramm der Abbildung 15 ist zu erkennen, dass weder das eine noch das
andere zutrifft. Mais 4 weist zwar etwas geringere Gehalte an trans-Ferulasidure auf als
Mais 1 und 3, aber vergleichbare Gehalte wie Mais 2. Die Gehalte an DFS und TriF'S sind
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4.1 Charakterisierung der Einzelfuttermittel - Mais

fur alle vier Maisproben sehr dhnlich und auch die Anteile der vorkommenden DFS und
TriFS weisen eine sehr hohe Ubereinstimmung auf (s. Abbildung A10, Kapitel 9.1). Dies
deutet darauf hin, dass der niedrigere Gehalt an FA in Maisprobe 4 vermutlich nicht in
Zusammenhang mit dem Vernetzungsgrad tber Crosslinks steht und somit keine
niedrigere oder hohere Verdaubarkeit aufgrund dessen zu erwarten ist. Die Analyse der
Arabinoxylanseitenketten wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt und die Proben
zeitgleich aufgearbeitet, weshalb Fehler bei der Analyse unwahrscheinlich erscheinen.
Die detaillierten Ergebnisse der Analyse der Oligoferulasduren sind in Abbildung A10
(Kapitel 9.1) aufgefiihrt. Es dominieren die 8-5¢-DFS und 5-5-DFS gefolgt von der 8-0-4-
DFS.
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Abbildung 15: Gehalt der mit Ferulasdure (FS) verkniipften Arabinoxylanseitenketten (links; umol/g
UZM t Standardabweichung, n =3) und der an Zellwandkomponenten gebundenen phenolischen
Sduren sowie Di- und TriFS (rechts; mg/g UZM g, n = 3) im unléslichen Zellwandmaterial (UZM) der
Maisproben (FA: 5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAX: [B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-
Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAXG: a-L-Galactopyranosyl-(1—2)-B-b-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-
Feruloyl-L-Arabinofuranose, t: trans, p: para; modifiziert nach Wagner, 2022)

Neben Xylose, Arabinose und Glucose wurden bei der Monosaccharidzusammensetzung
des UZMs (s. Abbildung 14) kleine Mengen Galactose und Galacturonsiure detektiert, die
auf Pektine hindeuten. Aullerdem legt der Nachweis von 1,4,6-verkniipfter Glucopyranose
bei der Methylierungsanalyse nahe, dass in der Probe Xyloglucane vorkommen. Bei der
Untersuchung der Feinstruktur der neutralen Pektinseitenketten mit dem Arabinan- und
Galactanprofiling (vgl. Kapitel 3.2.2.3) zeigte sich, dass bei allen vier Maisproben die
gleichen Oligosaccharide freigesetzt werden, jedoch konnten diese aufgrund der geringen
Menge nicht quantifiziert werden. Die Ergebnisse des Xyloglucanprofilings sind in
Abbildung A11 (Kapitel 9.1) dargestellt. Es wurden ebenfalls keine Unterschiede zwi-
schen den Proben festgestellt und mit mehr als 80 % tiberwiegend unsubstituierte Glucan-
oligosaccharide (GG, GGG, GGGG) detektiert. Der aus den Ergebnissen errechnete Sub-

stitutionsgrad liegt bei 6 % und ist damit sehr niedrig.
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Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass die vier Maisproben einen NSP-Gehalt von
ungefahr 10 % aufweisen, wovon etwa 90 % der Polysaccharide wasserunléslich und 10 %
wasserloslich sind. Die Hauptpolysaccharide sind Arabinoxylane mit hohem Substitu-
tionsgrad sowie Cellulose. Nach ausfiihrlicher Charakterisierung konnten nahezu keine
Unterschiede in den Strukturen der Zellwandpolysaccharide zwischen den vier Maispro-
ben festgestellt werden. Daraus ist zu schlielen, dass die beobachteten Unterschiede im
Fitterungsversuch wahrscheinlich auf andere Parameter und nicht auf Unterschiede in

der Zusammensetzung der Zellwandkomponenten der Maissorten zuriickzufiihren sind.

4.2 Charakterisierung der Einzelfuttermittel - Soja

Die Untersuchungen der Sojaproben wurden ebenfalls im Rahmen der Masterarbeit von
Lisa Wagner (2022) durchgefiihrt und die detaillierten Ausfithrungen der Analyseergeb-
nisse sind der Masterarbeit zu entnehmen. In dieser Arbeit werden die Ergebnisse wie bei
den Maisproben nur zusammengefasst dargestellt. Das Hauptaugenmerk liegt dabei
ebenfalls auf den Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen den beiden Proben, da
sie in leicht unterschiedlichen Anteilen in den Basisfuttermischungen enthalten waren.
Im Starterbasisfutter Mais 3 waren 18,2 % Sojal und 13,5 % Soja 2 enthalten. Im
Starterbasisfutter Mais 4 waren es 17,7 % Soja 1 und 14,3 % Soja 2. Der Gesamtanteil an
Soja war vergleichbar mit 31,7 bzw. 32,0 %. Im Mastbasisfutter war der Gesamtanteil an
Soja etwas geringer (27,4 bzw. 27,6 %) mit 4,1 % Soja 1 und 23,3 % Soja 2 im Mast-
basisfutter Mais 3 und 3,5 % Soja 1 und 24,1 % Soja 2 im Mastbasisfutter Mais 4 (vgl.
Kapitel 3.1 und Tabelle Al in Kapitel 9.2).

4.2.1 Grundcharakterisierung

Fir die beiden Sojaproben wurde ebenfalls der Gehalt an UZM und LZM bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 16 (links) aufgefiihrt. Zu erkennen ist, dass der UZM-Gehalt
der Probe Soja 2 mit 20,1 g/100 g entfettetem Mehl etwas niedriger ist als der von Soja 1
(22,1 g/100 g), wobei die Werte in einem dhnlichen Bereich liegen. Im Vergleich zu den
Maisproben (UZM ca. 10,0 g/100 g; LZM ca. 1,0 g/100 g) weisen die Sojaproben héhere

Gehalte an Zellwandmaterial auf, wovon etwa 80 % wasserunloslich sind.

In Abbildung 16 (rechts) sind die Ergebnisse der RFO-Bestimmung abgebildet. Hier fallen
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Proben auf. Soja 1 enthélt mit in Summe
2,9 mg RFO/g Mehl bedeutend weniger RFO als Soja 2 mit 36,4 mg/g. Bei Soja 2 domi-
niert, wie erwartet (vgl. Kapitel 1.2.1), Stachyose gefolgt von Raffinose; Verbascose weist
den kleinsten Gehalt auf. Bei Soja 1 dominiert ebenfalls die Stachyose. Die unterschied-
lichen Mengen an RFO sind wahrscheinlich auf die Art der Probe und deren Herstellung
zurlickzufiihren. Bei Soja 1 handelt es sich um ein kommerziell erhiltliches mikro-
nisiertes Sojaproteinkonzentrat, Soja 2 ist ein grob gemahlenes Sojabohnenmehl (vgl.
Kapitel 3.1).
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Abbildung 16: Gehalte an unloslichem und l6slichem Zellwandmaterial (UZM, LZM) der Sojaproben (links;
g/100 g entfettetes Mehl + Standardabweichung, n = 3) sowie die Gehalte an Oligosacchariden der
Raffinose-Familie (rechts; mg/g Mehl £ Range/2, n = 2). Die UZM- und LZM-Gehalte sind um Protein-
und Aschegehalt korrigiert (modifiziert nach Wagner, 2022).

4.2.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

Zur Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide wurden verschiedene Analysen durch-
gefiihrt. In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der
Polysaccharide sowie des Arabinan- und Galactanprofilings zusammengefasst. In
Tabelle 3 sind die Daten der Methylierungsanalyse am Beispiel der Probe Soja 1 ange-
geben. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse von Soja 2 sind dhnlich und werden in
Tabelle A9 (Kapitel 9.2) aufgefiihrt.

Der Monosaccharidzusammensetzung der LZM-Polysaccharide der Sojaproben (s. Abbil-
dung 17, oben) ist zu entnehmen, dass die l6slichen Polysaccharide beider Sojaproben
dhnlich zusammengesetzt sind. Die Hauptmonosaccharide sind Galactose (ca. 31 mol%)
und Arabinose (25 mol%), gefolgt von Mannose (21 mol%) und Galacturonsiure (12 mol%).
AuBerdem konnten kleinere Mengen an Xylose (5 mol%), Rhamnose (3 mol%), Glucose

(2 mol%) und Glucuronsaure (1 mol%) festgestellt werden.

Da Soja zu den dikotylen Pflanzen gehort und diese Priméarzellwande des Typ I aufweisen,
werden hauptséichlich Pektine, Xyloglucane und Cellulose sowie kleinere Mengen Xylane
und (Gluco-)Mannane erwartet, wobei Cellulose in der unléslichen Fraktion vorzufinden
ist (vgl. Kapitel 1.2.3.1). Wie in Kapitel 1.2.3.4 beschrieben, sind Pektine hochkomplexe
Polysaccharide, die aus verschiedenen Strukturelementen aufgebaut sind. Das Homo-
galacturonan besteht aus Galacturonsaure, das Riickgrat des Rhamnogalacturonan Typ I
aus Galacturonsidure und Rhamnose und das Xylogalacturonan aus einem Galacturon-
sdurerickgrat, das mit Xyloseeinheiten substituiert vorliegt. Die neutralen Seitenketten
sind aufgebaut aus Arabinose und Galactose. Dementsprechend kénnen die in den LZM
vorkommenden Galacturonsdure und Rhamnose den zuerst genannten Strukturele-
menten zugeordnet werden. Die ermittelten Anteile an Galactose und Arabinose zeigen,
dass Arabinane und Galactane in 4hnlicher Menge vorkommen, wobei die Galactane leicht
iiberwiegen. Entsprechende Bindungstypen konnten mit der Methylierungsanalyse (s.
Tabelle 3) nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Ergebnisse zur Untersuchung der Zell-
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wandpolysaccharide der Sojaproben. Oben: Monosac-
charidzusammensetzung (MS2Z) des I6slichen Zellwand-
materials (LZM) nach Methanolyse und des unléslichen
Zellwandmaterials (UZM) nach Schwefelsdurehydro-
lyse (mol%, n=3); unten: Arabinan- und Galactan-
profiling des UZMs (mol%, n = 2; Strukturen der Oligo-
saccharide s. Abbildung A3 und A4, Kapitel 9.1) (Fuc:
Fucose, Rha: Rhamnose, Ara: Arabinose, Gal: Galac-
tose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, GalA:
Galacturonsdure, GlcA: Glucuronsaure; modifiziert
nach Wagner, 2022)

Tabelle 3: Ergebnisse der Methylierungsana-
lyse (mol% + Range/2, n = 2) des lslichen
bzw. unléslichen Zellwandmaterials (LZM
bzw. UZM) am Beispiel von Soja 1 (PMAA:
partiell methylierte Alditolacetate, Glc:
Glucose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Gal:
Galactose, Man: Mannose, Rha: Rhamnose,
Fuc: Fucose, t: terminal, p: -pyranose, f:
-furanose; Wagner, 2022)

Soja 1l LZM Uzm
PMAA in mol% in mol%
t-Glcp 1,8+0,1 0,7+0,1
1,3-Glep 09+0,1 3,5+0,2
1,4-Glcp 9,0+0,4 256 +1,6
1,3,6-Glcp 19+0,3 -
1,4,6-Glcp 1,9+0,0 3,7+0,3
Summe 15,5 +0,9 335+2,1
t-Xylp 1,8+0,1 46 +0,6
1,4-Xylp + 1,2-Xylp 2,4+0,1 5,6 £0,5
1,2,4-Xylp 1,0+0,0 1,8 +0,1
1,3,4-Xylp 0,4£0,0 0,3+0,0
1,2,3,4-Xylp 1,8 +0,0 0,5+0,2
Summe 74 +£0,3 12,8 +1,3
t-Araf 11,3 0,1 11,8 £0,6
1,2-Araf 1,2+0,0 0,6 £0,1
1,3-Araf 1,0+0,0 -
1,5-Araf, 1,4-Arap 8,7+0,1 11,2 £0,6
1,2,5-Araf - 2,5+0,2
1,3,5-Araf 2,6 £0,1 3,9+0,3
1,2,3,5-Araf 2,7+0,1 46+04
Summe 27,5 0,5 34,7+2,1
t-Galp 7,6 £0,6 4,1+0,3
1,3-Galp 2,8+0,1 -
1,4-Galp 7,7 £1,0 8,0+0,0
1,6-Galp 59104 -
1,3,6-Galp 55+1,1 -
Summe 29,5 +3,2 12,0+04
t-Manp 7,2 £0,2 1,6 £0,1
1,2-Manp 6,8 +0,6 -
1,4-Manp 4,0+0,1 2,7+0,3
Summe 17,9 £0,9 43 +0,4
1,2-Rhap 0,8+0,1 1,0+£0,1
1,2,4-Rhap - 0,8 +£0,0
Summe 0,80,1 1,8+0,1
t-Fucp 1,4 £0,2 0,1+0,0
Summe 1,4 10,2 0,1+0,0




4.2 Charakterisierung der Einzelfuttermittel - Soja

Xyloglucane bestehen aus einem B-(1—4)-verkniipften Glucoseriickgrat, das iiber die O-6-
Position mit Xylose substituiert vorliegt. Die Xyloseeinheiten kénnen wiederum tiber die
O-2-Position mit weiteren Monosacchariden verkniipft sein. Daher werden in der Methy-
lierungsanalyse PMAAs fiur 1,4- und 1,4,6-verkniipfter Glucopyranose sowie terminale
und 1,2-verkniipfte Xylopyranose erwartet, wenn die Probe Xyloglucane aufweist. Die ent-
sprechenden PMAAs konnten im LZM der Sojaproben nachgewiesen werden. Demnach
konnen die in der Monosaccharidzusammensetzung festgestellte Glucose und Xylose
zumindest zum Teil auf Xyloglucane zuriickgefithrt werden. Da sowohl 1,2- als auch 1,4-
verkniipfte Xylopyranose detektiert wurde (PMAAs koeluieren, vgl. Kapitel 3.2.2.2), wird
vermutet, dass auBlerdem ein Teil der bestimmten Xylose aus Xylanen stammt. Dies konn-
te durch Versuche mit der zum Futter zugesetzten Xylanase und anschlieBender Analyse
der freigesetzten Oligosaccharide bestiitigt werden (vgl. Kapitel 4.3.2.3). Xylane in diko-
tylen Pflanzen kommen hiufig mit Glucuronsiure substituiert als Glucuronoxylane vor
(vgl. Kapitel 1.2.3.3). Dariiber kann der bei der Monosaccharidzusammensetzung festge-
stellte kleine Anteil an Glucuronséure erklart werden. Aullerdem wurde bei der Monosac-
charidzusammensetzung ein gréBBerer Anteil an Mannose bestimmt. Es konnte, wie beim
LZM der Maisproben, neben 1,4-verkniipfter Mannopyranose auch die fir Pflanzenzell-
wéande untypische 1,2-verkniipfte Mannopyranose in héheren Anteilen nachgewiesen

werden.

Die Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung der UZM-Polysaccharide der
beiden Sojaproben (s. Abbildung 17) ergab Galactose (ca. 26 mol%), Glucose (23 mol%),
Arabinose (21 mol%), Xylose (12 mol%), Galacturonsiure (9 mol%) und kleinere Anteile
an Mannose (4 mol%), Fucose (3 mol%) und Rhamnose (3 mol%). Die Glucose stammt in
diesem Fall zumindest teilweise aus Cellulose (1,4-verkniipfte Glucopyranose). Fucose
kommt in Rhamnogalacturonan Typ II vor (vgl. Kapitel 1.2.3.4) und stammt vermutlich
aus dieser Pektinstruktur. Die restlichen Monosaccharide kénnen wie beim LZM erlautert
Pektinen, Xyloglucanen, Xylanen und Mannanen zugeordnet werden, wobei die Mannose
im UZM nur in der fiir Mannane erwarteten Bindungsform (1,4-verkniipfte Manno-
pyranose) nachgewiesen wurde. Das Vorkommen von Xylanen konnte wie beim LZM

durch Spaltung mit einer Xylanase bestitigt werden (vgl. Kapitel 4.3.2.3).

Zur genaueren Charakterisierung der Arabinan- und Galactanstrukturen wurden die in
Kapitel 3.2.2.3 beschriebenen Profilingmethoden durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind im
unteren Teil der Abbildung 17 dargestellt. Das Arabinanprofiling ergab fiir beide Proben
vergleichbare Verteilungen mit einem hohen Anteil des Dimers A-2a (ca. 77 %) sowie
kleinere Anteile an verzweigten Tetrameren (A-4a ca. 10 % und A-4b ca. 5 %; Strukturen
s. Abbildung A3, Kapitel 9.1). Ebenfalls nachgewiesen wurden kleine Mengen an hoheren,
verzweigten Arabinanoligosacchariden. Die KErgebnisse der Methylierungsanalyse
(s. Tabelle 3) zeigen fiir das UZM hohe Anteile an 1,5-verkniipfter Arabinofuranose bzw.
1,4-verkniipfter Arabinopyranose (diese kénnen aufgrund identischer PMAAs nicht unter-
schieden werden). Die Ergebnisse beider Analysen zusammen lassen darauf schlieBen,

dass die Arabinane im unléslichen Anteil des Pektins tiberwiegend als lineare Ketten
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vorliegen. Die Ergebnisse des Galactanprofilings sind ebenfalls fiir beide Proben nahezu
identisch. Detektiert wurden ausschlieflich Dimere: G-2a mit 90 %, G-2b mit 6 % und
G-2c mit 4 %. G-2a ist aus zwei B-(1—4)-verkniipften Galactoseeinheiten aufgebaut, G-2b
und G-2c sind jeweils aus einer Galactose- und einer Arabinoseeinheit zusammengesetzt
(s. Abbildung A4, Kapitel 9.1). Bei der Methylierungsanalyse wurden die entsprechend
erwarteten PMAAs detektiert.

Um die Feinstruktur der enthaltenen Xyloglucane zu charakterisieren, wurden die Proben
mit dem in Kapitel 3.2.2.3 beschriebenen Xyloglucanprofiling analysiert. Die Ergebnisse
sind in Abbildung A11 (Kapitel 9.1) abgebildet. Beide Proben zeigen erneut eine sehr
dhnliche Verteilung. Es dominieren XXFG (ca. 29 %) und XLFG (25 %), gefolgt von XX
(16 %) und XG (16 %). In kleinen Mengen wurden X, XXG, XXXG, GG und XFG nachge-
wiesen. Der daraus errechnete Substitutionsgrad der Xyloglucane im UZM der Sojaproben

liegt bei 74 % und damit in einem fiir dikotyle Pflanzen typischen Bereich.

Es kann zusammengefasst werden, dass die beiden Sojaproben 27 g bzw. 25 g Zellwand-
material pro 100 g entfettetem Mehl aufweisen, wovon ca. 80 % wasserunloslich sind. Die
Analysen der Zellwandpolysaccharide ergaben, dass beide Proben diesbeziiglich sehr
dhnlich aufgebaut sind. Ermittelt wurden weitgehend die erwarteten Polysaccharide
inklusive Xylanen. GroBere Unterschiede konnten im Gehalt der RFO festgestellt werden
(Soja 1: 2,9 mg und Soja 2: 36,4 mg/g Mehl). Dies bedeutet fiir die Fiitterungsversuche,
dass die NSP im Soja dhnlich aufgebaut zu sein scheinen, jedoch je nach verwendetem
Produkt unterschiedliche Mengen an RFO im Futter enthalten sein kénnen. Studien
weisen darauf hin, dass auch RFO das Mikrobiom von Broilern beeinflussen kénnen (Liu
et al., 2021; Chang et al., 2022; Morgan, 2023).

4.3 Analyse der zum Futter zugesetzten Komponenten

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, wurden pro Basisfuttermittel drei Varianten verfiittert:
Kon, Xyla und X+X. Um Anhaltspunkte fiir die Methodenentwicklung zur Untersuchung
der Oligosaccharide in den Ileum- und Caecumproben zu gewinnen und um die Analysen-
ergebnisse der Darmproben besser einordnen zu kénnen, wurden die zugegebenen Kompo-

nenten untersucht und charakterisiert.

4.3.1 Bestimmung der Oligosaccharide im XOS-haltigen Material

Im Allgemeinen werden (A)XOS aus lignocellulosehaltiger Biomasse, die als Nebenstrome
der Landwirtschaft anfallen, wie Gerstenspelz, Weizenkleie, Maiskolben, Stroh oder Bier-
treber, gewonnen. Bei der Gewinnung kénnen verschiedene chemische und/oder enzy-
matische Verfahren angewendet werden (Jahan et al, 2022). Ein iibliches Vorgehen ist
die alkalische Extraktion der (Arabino-)Xylane gefolgt von einer sauren oder enzy-
matischen Hydrolyse (Mussatto & Mancilha, 2007; Samanta et al, 2015a). Der Vorteil
einer enzymatischen Hydrolyse ist, dass weniger unerwiinschte Nebenprodukte entstehen
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und die Art der freigesetzten Oligosaccharide gezielter beeinflusst werden kann. Dennoch
konnen, je nach Ausgangsmaterial und gewahlten Bedingungen, unterschiedliche Oligo-
saccharide in verschiedenen Anteilen generiert werden (Samanta et al, 2015a; Jahan
et al., 2022). Aus diesem Grund ist es von Interesse die erhiltlichen XOS-Quellen vor dem
Einsatz, z. B. in Futterungsversuchen, zu charakterisieren, um so moégliche Zusammen-
hiange zwischen der Struktur der (A)XOS und den beobachteten Effekten in Fiitterungs-
versuchen herstellen zu kénnen (Morgan, 2023).

In der Literatur werden die in den Fitterungsversuchen verwendeten XOS-Materialien
selten genauer beschrieben oder vor dem Einsatz analysiert. Dem entgegen verdsffent-
lichten Samanta und Mitarbeitende (2015b) ein enzymatisches Verfahren zur Herstellung
von XOS und eine Moglichkeit zur qualitativen Bestimmung der DP der freigesetzten XOS
mittels Diinnschichtchromatographie (TLC, engl.: Thin Layer Chromatography) sowie
eine Quantifizierungsmethode von Xi - X3 mittels HPLC-RID mit einer Carbohydrate-
Analysis-Siaule (Agilent Technologies). Ribeiro und Mitarbeitende (2018) haben einen Fiit-
terungsversuch mit Broilern durchgefiihrt, bei dem unter anderem XOS zum Futter zuge-
setzt wurden. Die im XOS-haltigen Material vorkommenden freien Monosaccharide und
XOS wurden zu Alditolacetaten umgesetzt und mittels GC-FID bzw. GC-MS analysiert.
Zusitzlich wurde die Monosaccharidzusammensetzung des Materials nach Schwefel-
sdurehydrolyse als Alditolacetate mittels GC-FID bestimmt. Aullerdem wurde das XOS-
haltige Material mit Ethanol in unterschiedlichen Konzentrationen fraktioniert und
Messungen mittels Matrix-assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) mit Flugzeit-
massenspektrometer (TOF-MS, engl.: Time of Flight Mass Spectrometer) durchgefiihrt.
Die Monosaccharidzusammensetzung zeigte, dass 85 % der enthaltenen Saccharide aus
Xylose aufgebaut waren, davon wurden 5 % monomerer Xylose zugeordnet. Das dominie-
rende XOS war Xz (55 - 58 %), gefolgt von X3 und Xi. Insgesamt wurden XOS bis DP 12
nachgewiesen. AuBlerdem wurden aus Hexosen bestehende Oligosaccharide sowie aus
Pentosen und Hexosen aufgebaute Oligosaccharide detektiert. Die Autoren verwendeten
eine a-Amylase, um Starkeabbauprodukte zu eliminieren, konnten damit jedoch den
urspriinglichen Glucosegehalt lediglich um 24 % senken. Dies fiihrt zu dem Schluss, dass

neben XOS noch kleine Mengen MalOS und anderer Oligosaccharide enthalten waren.

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte XOS-haltige Material, das in der X+X-Futter-
variante die XOS-Quelle darstellte, wurde im Rahmen der Masterarbeit von Lukas Sitter
(2022) analysiert. Laut Hersteller enthilt es lineare XOS (DP 2 - 6) in einer Reinheit von
35 % und wurde aus Maiskolben gewonnen. Uber den Herstellungsprozess sind keine Ein-
zelheiten bekannt (vgl. Kapitel 3.1).

Nach Extraktion der niedermolekularen Kohlenhydrate aus der Probe des XOS-haltigen
Materials, wurden diese mit der HPAEC-PAD/MS-Methode zur Bestimmung von (A)XOS
neben anderen Oligosacchariden analysiert (vgl. Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). In Tabelle 4 sind
die Ergebnisse aufgefiihrt. Es dominiert X2 mit 146,3 mg/g gefolgt von X3 mit 75,3 mg/g.
Mit zunehmendem DP nimmt der Gehalt der XOS ab. In Summe wurden 253,8 mg XOS
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(DP 2 - 6) pro g XOS-Material ermittelt. Der XOS-Gehalt liegt damit bei ca. 25 % und
nicht wie vom Hersteller angegeben bei 35 %. In der Probe wurden keine COS, MalOS
und, wie erwartet, keine RFO nachgewiesen. Das aufgenommene HPAEC-Chromato-
gramm ist in Abbildung A12 (Kapitel 9.1) gezeigt. Die Analyse der freien Monosaccharide
ergab nennenswerte Mengen an freier Xylose (47,2 mg/g), freier Glucose (37,9 mg/g) und
freier Arabinose (18,4 mg/g). Die Monosaccharidzusammensetzung der extrahierten
Fraktion setzte sich aus Xylose (76,4 mol%), Glucose (15,9 mol%), Arabinose (4,2 mol%)
und Galactose (3,5 mol %) zusammen und bestétigt damit weitgehend die beschriebenen
Ergebnisse der Analyse der Oligosaccharide. Damit entspricht das Material zumindest in
der Zusammensetzung den Herstellerangaben und neben XOS mit DP 2 - 6 konnten keine

weiteren Oligosaccharide nachgewiesen werden.

Tabelle 4: Ergebnisse der Analyse der Xylooligosaccharide (XOS) im eingesetzten XOS-haltigen Material
(mg/g £ Standardabweichung, n = 3; modifiziert nach Sitter, 2022)

X0S Xylobiose Xylotriose Xylotetraose Xylopentaose Xylohexaose
Gehalt in mg/g 146,3 £4,2 75321 21,7+0,6 7,0£0,2 3,5£0,1

4.3.2 Charakterisierung der Eigenschaften der Xylanase

endo-Xylanasen setzen, je nachdem zu welcher GH-Familie sie gehéren, bevorzugt unter-
schiedliche (A)XOS aus verschiedenen (Arabino-)Xylanstrukturen frei (vgl. Kapitel 1.4.2).
Aullerdem hat jedes Enzym optimale Bedingungen, bei denen es am effektivsten arbeitet.
Dazu zdhlen pH-Wert, Temperatur und Enzymaktivitit, aber beispielsweise auch das
Enzym-zu-Substrat-Verhaltnis (Wu et al, 2022). In der Literatur sind verschiedene Stu-
dien beschrieben, bei denen die Bedingungen im Verdauungstrakt des Huhns nachgestellt
wurden, um dadurch die Enzymaktivitdten in den verschiedenen Abschnitten des Ver-
dauungstrakts festzustellen. Ziel ist es, Anhaltspunkte zu erhalten, welche (A)XOS in
welchen Mengen in vivo freigesetzt werden konnen und demnach dem Mikrobiom des

Huhns zur Verfiigung stehen.

Morgan und Mitarbeitende (2020) beschreiben beispielsweise ein in-vitro-Model zur
Simulation des Magens (pepsinhaltige Lésung, pH 3,5, 42 °C, 20 min) und Diinndarm-
abschnitts (pancreatinhaltige Losung, pH 6,0, 42 °C, 60 min). Nach der Inkubationszeit
wurden die Proben neutralisiert und ohne weitere Inaktivierungsschritte zentrifugiert.
Die anschlieBende Analyse der freigesetzten XOS (DP 1 - 5) erfolgte als PMP-Derivate
mittels HPLC-MS/MS (C18-S#ule) mit einer vorgeschalteten on-line clean-up trapping
column (Aufreinigungssiule) ebenfalls aus C18-Material. Untersucht wurden Futter-
mittelmischungen sowie verschiedene Weizen- und Gerstensorten mit und ohne Zugabe
einer Xylanase (Econase XT 25, AB Vista, 16000 BXU/g). Bei nahezu allen in der Publi-
kation beschriebenen Inkubationstests mit Xylanasezugabe wurde X5 als dominierendes
XOS detektiert, wobei grofle Unterschiede in der Menge der durch die Xylanase freige-
setzten XOS in Abhéngigkeit der Getreidesorte sowie des Darmabschnitts zu beobachten
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waren. Eine Freisetzung von Xylose und Xs - X4 wurde ebenfalls beobachtet. Auch in den
Proben ohne Xylanasezusatz wurden zum Teil XOS detektiert, jedoch in deutlich

geringeren Mengen als mit Xylanasezusatz.

Dale und Mitarbeitende (2022; 2023) fithrten in-vitro-Enzymversuche mit verschiedenen
Getreidearten (Gerste, Mais, Hafer und Weizen) sowie sechs verschiedenen Weizensorten
durch. Getestet wurden drei verschiedene Enzympriaparate: eine Xylanase (Econase XT,
AB Vista, 16000 BXU/kg Futter) und zwei Enzymmischungen jeweils bei pH 5,2 (als
mittlerer pH-Wert im Verdauungstrakt) und 41 °C fiir 24 bzw. 72 h, wobei zu verschie-
denen Zeitpunkten Proben entnommen, zu 10 mM Natronlauge gegeben und zentrifugiert
wurden. AnschlieBend wurden die XOS (DP 1 - 4) mittels HPAEC-PAD nach der Methode
von Xu und Mitarbeitenden (2013) analysiert. Fiir Mais wurde beobachtet, dass von den
eingesetzten Enzymen unter den verwendeten Bedingungen keine XOS freigesetzt werden
konnten (Dale et al, 2022). Aus den verschiedenen Weizensorten wurden Xylose, X2 und
X3 in unterschiedlichen Mengen, abhingig von Inkubationszeit und Weizensorte, freige-
setzt, wobei groflere Mengen X: als X3 detektiert wurden. Eine Freisetzung von X4 wurde
nicht beobachtet (Dale et al, 2023). Damit unterscheiden sich diese Ergebnisse von den

oben beschriebenen Ergebnissen von Morgan und Mitarbeitenden (Morgan et al., 2020).

Wu und Mitarbeitende (2022) haben verschiedene Futterausgangsstoffe, darunter Mais
und Sojamehl, mit verschiedenen NSPasen, unter anderem zwei unterschiedliche Xylan-
asen (aus Aspergillus niger und Trichoderma), untersucht. Inkubiert wurden die einzel-
nen Getreidekomponenten und Mischungen aus Getreide und Soja. Hierbei wurden eben-
falls Magen (pepsinhaltige Pufferlosung, pH 2,8, 41 °C, 4 h) und anschlieBend Diinndarm
(trypsinhaltige Pufferlésung, pH 6,9, 41 °C, 15 h) simuliert. Zum Stoppen des Enzym-
verdaus wurden die Proben in ein Eisbad gestellt. Die entstandenen Hydrolyseprodukte
wurden tber den Gehalt an reduzierenden Zuckern im Uberstand bestimmt. Ersichtlich
wurde, dass beide Xylanasen die Polysaccharide (vermutlich Arabinoxylane) aus Weizen

besser abbauen kénnen als die aus Mais.

Bei den in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zur Charakterisierung von Xyla-
nasen, die in Fitterungsversuchen mit Broilern eingesetzt werden, werden die aus den
Futtermitteln freigesetzten Oligosaccharide nicht vollstdndig analysiert. Auch wird in der
Regel davon ausgegangen, dass ausschliellich Polysaccharide aus der Getreidekompo-
nente und nicht auch aus der Sojakomponente abgebaut werden kénnen, obwohl beispiels-
weise auch in Soja Xylane vorkommen (vgl. Kapitel 4.2.2). Ebenfalls wird hiufig angenom-
men, dass ausschlieBlich (A)XOS freigesetzt werden. Je nachdem wie die Enzyme gewon-
nen wurden, kénnen sie jedoch Nebenaktivitiaten gegeniiber anderen Polysaccharidgrup-
pen aufweisen. Dies kann die Freisetzung weiterer Oligosaccharide zur Folge haben, die
wiederum Einfluss auf die im Futterungsversuch beobachteten Effekte haben kénnen
(Bedford, 2018). Ein weiterer Punkt, der in der Literatur nicht erwahnt wird, ist, ob sicher-
gestellt wurde, dass die gewéihlte Inaktivierungsmethode geeignet ist, um die enzymati-

sche Reaktion tatséchlich zu stoppen und beispielsweise nicht nur zu verlangsamen. Um
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diese Liicken zu schlielen und mehr Informationen tiber die hier eingesetzte Xylanase zu

erhalten, werden die Ergebnisse entsprechender Enzymtests im Folgenden beschrieben.

4.3.2.1 Inaktivierung der Xylanase

Bei der endo-Xylanase, die den Futtervarianten Xyla und X+X zugesetzt wurde, handelt
es sich um ein Enzym, das speziell fiir den Einsatz in Futtermitteln entwickelt wurde.
Solche Enzyme sind in der Regel sehr robust, da sie wihrend der Futterherstellung
und -lagerung nicht inaktiviert werden sollen und auf ihrem Weg durch den Verdau-
ungstrakt unter anderem verschiedenen pH-Werten sowie mechanischer Beanspruchung
ausgesetzt sind. Die verwendete Xylanase ist zusétzlich thermostabil, was insbesondere
bei der Herstellung von pelletiertem Futter von Bedeutung ist. Laut Hersteller treten bei

Temperaturen bis 95 °C keine Aktivitatsverluste auf.

Aufgrund der hohen Stabilitiat solcher Enzyme ist es wichtig sicherzustellen, dass die
Inaktivierungsmethode geeignet ist. Wird die enzymatische Reaktion nicht vollstindig
unterbunden, kann das Enzym in der Probenlésung, beispielsweise wihrend der Extrak-
tion, der Lagerung oder der Zeit im Autosampler bis zur Probeninjektion, weiterarbeiten
und die Zusammensetzung der Probe verdndern. Ein Vorversuch mit den gefriergetrock-
neten Ileum- und Caecumproben konnte zeigen, dass die zugegebene Xylanase wieder
aktiv ist, wenn eine entsprechende Xylanase-enthaltende Darmprobe in Wasser aufge-
nommen und ein Xylan als Substrat zugegeben wird. Demnach tbersteht die Xylanase,
wie vermutet, den Gefriertrocknungsprozess. Zusitzlich ist zu beachten, dass Enzyme
auch von Mikroorganismen gebildet werden und folglich in den Darmproben zu erwarten
sind. Auch diese miissen inaktiviert werden, wobel anzunehmen ist, dass sie weniger

stabil sind als die zugegebene Xylanase.

Héufig werden Enzyme durch Erhitzen auf 95 °C bzw. kurzes Aufkochen der Proben-
l6sung inaktiviert (Wefers & Bunzel, 2016; Van Hoeck et al, 2021). Da es sich bei der ein-
gesetzten Xylanase um ein thermostabiles Enzym handelt, ist dieses Vorgehen nicht ziel-
fihrend. Auch die Inaktivierung durch eine Veridnderung des pH-Werts wurde ausge-
schlossen, da die Xylanase darauf ausgelegt ist, in einem groflen pH-Bereich stabil zu sein,
um moglichst in allen Teilen des Verdauungstrakts wirken zu kénnen. Demnach wéren
zur Inaktivierung extreme pH-Werte notwendig, mit denen unerwiinschte Verianderungen
der Kohlenhydratstrukturen einhergehen kénnten. Ubrig bleiben mechanische Verfahren
und die Denaturierung durch Zugabe eines organischen Lésungsmittels, welche entspre-
chend getestet wurden (vgl. Kapitel 3.3.3). Durch mechanische Beanspruchung wie
zentrifugieren, vortexen oder Behandlung im Ultraschallbad konnte keine zufrieden-
stellende Inaktivierung erzielt werden. Daher wurde die Inaktivierung durch Zugabe von
Ethanol detaillierter betrachtet. Die Oligosaccharide in den Darmproben sollten mittels
HPAEC analysiert werden, weshalb die Entfernung des Lésungsmittels fiir die Messung
erforderlich war. Demnach wurde ein Verfahren gesucht, bei dem die Xylanase sowohl

wahrend der Extraktion als auch in der wassrigen Messlosung inaktiv ist. Bei Inakti-
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vierungstests mit 50- bis 80%igem Ethanol, bei denen die ethanolische Enzym-Substrat-
Losung bis zur Trockene eingedampft, der Riickstand wieder in Wasser aufgenommen und
diese Losung anschlieend inkubiert wurde, konnte eine Enzymaktivitit nachgewiesen
werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Denaturierung der Xylanase
reversibel ist. Jedoch konnte festgestellt werden, dass die Xylanase in einer 80%igen
Ethanollésung nicht in der Lage war XOS aus Buchenholzxylan freizusetzen, demzufolge
eignet sich 80%iges Ethanol als Extraktionsmittel. Weitere Tests zeigten, dass die
denaturierte Xylanase abgetrennt werden kann, wenn die ethanolische Enzym-Substrat-
Losung zentrifugiert und nur der Uberstand eingedampft und wieder in Wasser aufge-
nommen wird. Bei Verwendung von 80%igem Ethanol enthélt dieser Uberstand die NLKH
und damit die Mono- und Oligosaccharide, die analysiert werden sollten. Um zu
uberpriiffen, ob diese Vorgehensweise auf die Darmproben tibertragbar ist wurden
entsprechende Versuche durchgefiihrt. Dafiir wurden Ileumproben von Tieren, die Futter
mit Xylanase erhielten ausgewéhlt. Die Proben wurden wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben
mit 80%igem Ethanol extrahiert, der Uberstand getrocknet und wieder in Wasser
aufgenommen (NLKH-Fraktion). Zu dieser Probenlésung wurde ein XOS-Mix (DP 1 - 6)
als Substrat fir die Xylanase zugegeben, inkubiert und die Oligosaccharide mittels
HPAEC-PAD analysiert. Es konnten keine Verdanderungen der XOS-Gehalte im Vergleich
zur Messung des XOS-Standardmixes festgestellt werden, demnach wurde die enthaltene
Xylanase erfolgreich inaktiviert. Als Positivkontrolle wurde zu dieser Lésung (NLKH-
Fraktion plus XOS-Mix) die im Futter eingesetzte Xylanase zugegeben und die Losung
inkubiert. Bei der Positivkontrolle war, wie erwartet (vgl. Kapitel 4.3.2.2), ein eindeutiger
Abbau von X4 - X6 zu beobachten. Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass das
gewihlte Verfahren geeignet ist, um die eingesetzte Xylanase in den Darmproben zu
inaktivieren und sicherzustellen, dass nur die urspringlich in der Probe enthaltenen

Oligosaccharide analysiert werden.

4.3.2.2 Haupt- und Nebenaktivititen der Xylanase

Im Folgenden wird beschrieben, welche Oligosaccharide die eingesetzte Xylanase grund-
satzlich aus pflanzlichem Material freisetzen kann. Hierfiir wurde diese im Rahmen der
Masterarbeit von Anna Rausch (2022) mit Weizenarabinoxylan (mittlere Viskositit,
Megazyme) inkubiert und die Hydrolyseprodukte mittels HPAEC-PAD bestimmt. Auf3er-
dem wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Inkubationsversuche mit verschiedenen
Mischungen aus Oligosaccharidstandardsubstanzen durchgefiihrt, um die Aktivitat
gegeniiber (A)XOS sowie mogliche Nebenaktivititen einschitzen zu kénnen. Die Tests
wurden mit den kommerziell erhéltlichen Oligosacchariden (XOS, AXOS, COS, MalOS,
ManOS und RFO; vgl. Kapitel 7.2) durchgefithrt. Die Inkubation erfolgte jeweils in
wissriger Losung ohne Pufferzugabe (pH-Optimum Xylanase: 6,2) bei 40 °C fiir 2 - 4 h mit
einem zwei- bis zehnfachen der empfohlenen Standarddosis (16000 BXU/kg). Die
Messungen wurden lediglich qualitativ ausgewertet.
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Bei Hydrolyse von Weizenarabinoxylan mit der Xylanase wurde die Freisetzung von
Xs - X6 und XA3XX beobachtet (Rausch, 2022). Dies deckt sich mit den erwarteten Hydro-
lyseprodukten einer GH11-Xylanase (vgl. Kapitel 1.4.2). Die Inkubation von XOS
(DP 1 - 6) mit der Xylanase zeigte, dass die Xylanase in der Lage ist X4, X5 und Xs zu Xo
und X3 abzubauen, wobei auch der Gehalt an Xylose leicht anstieg. Die finf eingesetzten
AXOS (DP 3 -5) wurden unter den verwendeten Bedingungen von der Xylanase nicht
abgebaut. Diese Ergebnisse entsprechen ebenfalls den Erwartungen an eine GH11-Xyla-
nase. Bei Inkubation von RFO (DP 3 - 5) und MalOS (DP 2 - 5) mit der Xylanase wurde
kein Abbau dieser Oligosaccharide beobachtet. Der Hydrolyseversuch mit COS (DP 2 - 6)
zeigte eine deutliche Cellulasenebenaktivitit der Xylanase: Cs4, Cs und Ceé wurden durch
Zugabe der Xylanase zu Glucose, C2 und Cs abgebaut. Die Inkubation von ManOS
(DP 2 - 6) ergab bei niedrigen Enzymaktivititen (zweifache Standarddosis) keine Ver#n-
derungen, bei der zehnfachen Menge der empfohlenen Dosis wurde jedoch ein minimaler
Abbau von Mane beobachtet. Darauthin wurden Tests mit h6heren Enzymmengen durch-
gefihrt und es stellte sich heraus, dass die Xylanase eine Mannanasenebenaktivitit
aufweist, allerdings nicht in den Mengen, in denen sie in Filitterungsversuchen eingesetzt

wird, vorausgesetzt die empfohlene Dosierung wird eingehalten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die untersuchte Xylanase die erwarteten
Hydrolyseeigenschaften einer GH11-Xylanase aufweist. Zusétzlich wurde eine Cellulase-
sowie eine geringe Mannanasenebenaktivitét festgestellt. Der Hersteller gibt an, dass die
Xylanase verschiedene Nebenaktivititen aufweisen kann, die nicht weiter standardisiert
sind und von Charge zu Charge variieren konnen. Dementsprechend ist es moglich, dass
sich die Xylanase, die dem Futter im Fitterungsversuch zugesetzt wurde, leicht von der
im Labor untersuchten Xylanase unterscheidet, da es sich um unterschiedliche Chargen
handelt.

4.3.2.3 in-vitro-Inkubation der Einzelfuttermittel mit der Xylanase

Um festzustellen, welche Oligosaccharide aus den einzelnen Einzelfuttermitteln von der
1m Fitterungsversuch eingesetzten Xylanase freigesetzt werden kénnen, wurden entspre-
chende Inkubationsversuche durchgefiihrt. Ziel dieser Versuche war es unter anderem
festzustellen, welche Oligosaccharide potenziell in den Ileum- und Caecumproben auf-
grund einer moglichen Freisetzung zu erwarten sind, deshalb wurden die Einzelfutter-
mittelproben Mais 3 und 4 sowie Soja 1 und 2 untersucht. Hierbei lag der Fokus auf einer
grundsatzlichen Einschiatzung und weniger auf der exakten Nachstellung der Bedin-
gungen im Verdauungstrakt, weshalb nicht mehrstufig bei verschiedenen pH-Werten
gearbeitet wurde, wie es in der Literatur zum Teil beschrieben ist (vgl. Kapitel 4.3.2). Die
Inkubation erfolgte in wissriger Losung ohne Pufferzugabe bei 40 °C fiir 4 h (ungefihre
Koérpertemperatur und Verweildauer im Verdauungstrakt von Broilern). Da im Verdau-
ungstrakt die im Futter enthaltene Stiarke abgebaut wird und die Xylanase mit NSP
interagiert, wurde fiir die Versuche das isolierte Zellwandmaterial (UZM, LZM) aus der
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Masterarbeit von Lisa Wagner (vgl. Kapitel 3.2.1.1) als Substrat verwendet. AuBBerdem
konnen so die in Kapitel 4.1.2 und 4.2.2 beschriebenen Erkenntnisse tiber die enthaltenen
NSP herangezogen werden. Fir die Analyse wurde die in Kapitel 4.4.4 beschriebene
erweiterte HPAEC-PAD/MS-Methode zur Bestimmung des Oligosaccharidprofils verwen-
det. Die Abschatzung der Oligosaccharidmengen erfolgte durch einen Vergleich der Peak-
héhen mit mitgemessenen Standardsubstanzen (0: nicht detektierbar, 1: < LOD, 2: Peak
Probe < Peak Standardsubstanz (5 uM), 3: Peak Probe > Peak Standardsubstanz (5 uM);
vgl. Kapitel 4.4.4). Die Xylanase wurde in zwei unterschiedlichen Enzym-zu-Substrat-
Verhaltnissen zugegeben, da aus folgenden Griinden schwer abzuschétzen ist, in welchem
Verhiltnis die Xylanase zu den NSP im Darminhalt der verschiedenen Abschnitte
vorliegt: Die Xylanase wird dem Futter in einer bestimmten Menge pro kg zugegeben. Das
Huhn nimmt das Futter auf, danach wird es mit Trinkwasser und Sekreten vermengt. Im
Dinndarm finden vermehrt Stoffwechselprozesse statt und die freigesetzten Stoffe
werden durch Resorption aus dem System entfernt. Dadurch konzentrieren sich nicht-

verdaubare Bestandteile wie NSP auf.

Um einen Uberblick iiber die Eigenschaften der Xylanase zu erhalten, wurden fir die
Inkubationsversuche die 2-fache und 100-fache Menge der Standarddosis (16000 BXU/kg
Futter bzw. Substrat) getestet. Zusitzlich wurden Blindproben ohne Enzymzugabe
mitgefiihrt sowie ein Blindwert der Enzymlosung ohne Substratzugabe aufgenommen. Bei
den Maisproben konnten in den Blindproben keine Oligosaccharide nachgewiesen werden.
Bei den Sojaproben wurden in den Blindproben des LZMs Peaks bei der Retentionszeit
und dem m/z von Ms und G-2a detektiert und die Ergebnisse der Messungen der
Hydrolysate entsprechend korrigiert. Die korrigierten Ergebnisse sind in Abbildung 18
gezeigt.

Bei Einsatz der 2-fachen Standarddosis der Xylanase wurde bei den Maisproben nur eine
minimale Freisetzung von Oligosacchariden beobachtet. Detektiert wurden sehr geringe
Mengen an Xz in beiden LZM- und einer UZM-Probe (Mais 4). In dieser UZM-Probe wur-
den ebenfalls sehr geringe Mengen Mals festgestellt. Dahingegen wurden bei dieser
Enzymaktivitat XOS aus dem UZM der Sojaproben, insbesondere bei Soja 2, freigesetzt.
Wie in Kapitel 4.2.2 erldutert, kommen Xylane in den Sojaproben vor und werden, wie die
Ergebnisse zeigen, von der Xylanase hydrolysiert. Die Xylane im Soja liegen weniger
substituiert vor als die im Mais, wodurch die erh6hte XOS-Freisetzung trotz eines gerin-
geren Anteils an Xylanen im Ausgangsmaterial erklart werden kann. Nach enzymatischer
Hydrolyse des LZMs aus Soja wurden keine Oligosaccharide detektiert. Zur Absicherung
der Ergebnisse wurde der Versuch fiir eine Mais- und eine Sojaprobe (Mais 1 und Soja 2;
je LZM und UZM) von Anna Rausch im Rahmen ihrer Masterarbeit wiederholt. Sie fiithrte
zuséatzlich einen Inkubationsversuch mit diesen Proben mit derselben Enzymmenge bei
80 °C (Temperaturoptimum der Xylanase) fiir 24 h durch (Rausch, 2022). Die Unter-
suchungen bestétigten die oben beschriebenen Ergebnisse: Bei dieser Enzymaktivitat ist

die eingesetzte Xylanase unter den verwendeten Bedingungen nicht in der Lage XOS in
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Abbildung 18: Ermittelte Oligosaccharid (OS)-Profile der im in-vitro-Versuch freigesetzten OS aus den
Einzelfuttermittel durch die im Fiitterungsversuch eingesetzte endo-Xylanase, bestimmt mit der
entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Substrat: Unldsliches und l6sliches Zellwandmaterial
(UZM, LZM) der Maisproben 3 und 4 (M3, M4) sowie der Sojaproben 1 und 2 (S1, S2); Inkubationsbedin-
gungen: 40 °C, 4 h, wiassrig, Enzymaktivitit entspricht Vielfachem der Standarddosis (16000 BXU/kg
Substrat); 0 - 3: zunehmende Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 3: Signal der Probe hoher als
Vergleichssignal der Standardsubstanzmessung (5 uM)), nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert,
C3 und G-3a koeluieren: hier als C3 angegeben

bedeutenden Mengen aus Mais-NSP freizusetzen, jedoch werden XOS aus den Soja-

komponenten generiert.

Bei Verwendung der 100-fachen Standarddosis wurden sowohl aus dem UZM als auch
dem LZM der Maisproben XOS in groBBeren Mengen freigesetzt, wobei nur kleinere XOS
bis DP 4 nachgewiesen werden konnten. Bei der LZM-Probe von Mais 3 wurde aullerdem
das AXOS XA3XX in geringen Mengen detektiert. Da im Mais die Arabinoseseitenketten
iiberwiegend iiber die O-3-Position gebunden sind (vgl. Kapitel 4.1.2) und GH11-Xyla-
nasen bevorzugt AXOS mit mindestens vier Xyloseeinheiten freisetzen, ist XA3XX das bei
dieser Kombination erwartete Hydrolyseprodukt. Zusitzlich wurden C2 und Cs zum Teil
in hoheren Mengen als die XOS nach Inkubation von UZM als auch LZM detektiert. Die
COS sind auf die in Kapitel 4.3.2.2 beschriebene Cellulasenebenaktivitit der Xylanase
zurickzufiihren. Anders als im UZM ist im LZM keine Cellulose zu erwarten. Dennoch
konnten im LZM der Maisproben nach Methylierungsanalyse grofere Anteile 1,4-ver-
kniipfter Glucose nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.1.2). Es ist anzunehmen, dass diese
zumindest teilweise aus dem im Mais wenig substituierten Xyloglucan stammt, das in
diesem Fall als Substrat fiir die Cellulase dienen konnte. Ebenfalls denkbar wire eine
unvollstiandige Abtrennung des UZMs vom LZM. Neben den bisher beschriebenen Oligo-
sacchariden wurden nach Inkubation auch MalOS, insbesondere Mals, in UZM sowie LZM
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detektiert. Diese sind vermutlich auf Starke zuriickzufiithren, die in Zellwandstrukturen
eingeschlossen war und durch den Abbau der Arabinoxylane und anderer Zellwandpoly-
saccharide freigesetzt wurde. Fir die Isolierung der Zellwandmaterialien wurde eine
thermostabile a-Amylase eingesetzt (vgl. Kapitel 3.2.1.1), die méglicherweise nicht voll-
standig inaktiviert bzw. entfernt wurde, wodurch sie fiir den Abbau der freigesetzten
Starke zu MalOS verantwortlich sein konnte. Mais enthélt nur geringe Mengen an Pektin,
weshalb keine Freisetzung von Arabinan- und Galactanoligosacchariden erwartet wurde.
Die Sojaproben enthalten hingegen bedeutend héhere Mengen an Pektinstrukturen (vgl.
Kapitel 4.2.2), jedoch wurden in diesem Versuch von der Xylanase keine Arabinan- oder
Galactanoligosaccharide freigesetzt. Daher wird angenommen, dass das eingesetzte

Enzym keine Nebenaktivititen gegeniiber diesen Strukturelementen aufweist.

Bei der Inkubation des UZMs der Sojaproben mit der 100-fachen Standarddosis wurden
bedeutende Mengen an XOS detektiert, wobei die freigesetzten Mengen wieder bei Soja 2
hoher waren als bei Soja 1. Bei dieser Enzymaktivitat wurden auch XOS aus dem LZM
der Sojaproben freigesetzt. Ebenfalls wurden COS aufgrund der Cellulasenebenaktivitit
aus UZM, aber auch aus LZM freigesetzt. Die Freisetzung dieser aus dem LZM ist weniger
schlissig zu erklaren als bei den Maisproben, da die Xyloglucane im Soja einen héheren
Substitutionsgrad aufweisen, dennoch wurde auch bei diesen Proben ein héherer Anteil
an 1,4-verkniipfter Glucose bei der Methylierungsanalyse festgestellt (vgl. Kapitel 4.2.2).
In diesem Fall scheint die unvollstandige Abtrennung von UZM und LZM die schliissigste

Erklarung zu sein.

Es kann festgehalten werden, dass bei der 2-fachen Enzymaktivitat der im Fiitterungs-
versuch eingesetzten Standarddosis kaum Oligosaccharide aus den Mais-NSP freigesetzt
werden. Dies bestitigt Literaturdaten, dass aus Mais durch die Hydrolyse mit einer
Xylanase weniger XOS freigesetzt werden als aus anderen Getreidesorten wie beispiels-
weise Weizen (Dale et al,, 2022; Wu et al, 2022). Dies wird mit der komplexeren Struktur
der Arabinoxylane in Mais begriindet. Unerwartet war die beobachtete Freisetzung von
XOS aus den Sojakomponenten bei dieser Enzymaktivitdten. Hierzu wurden keine
Literaturdaten gefunden, da in der Regel die Getreidekomponenten oder die fertigen
Futtermischungen untersucht werden. Die Ergebnisse bedeuten jedoch im Riickschluss,
dass nicht nur die gewahlte Getreidesorte Einfluss auf die Freisetzung der Oligosaccha-
ride hat, sondern zusétzlich auch die eingesetzte Sojakomponente. Aullerdem liefern die
Ergebnisse Hinweise darauf, dass aus verschiedenen Sojaprodukten unterschiedliche
Mengen an XOS freigesetzt werden konnen. Dies kann insbesondere dann von Bedeutung
sein, wenn ausschliefllich Getreidesorten mit schwer hydrolysierbaren Arabinoxylanen
wie Mais im Futtermittel eingesetzt werden, da dann das Xylan aus der Sojakomponente
das primére Substrat fiir die Xylanase darstellt. Die Versuche mit der 100-fachen
Standarddosis zeigen, dass die Xylanase grundsitzlich in der Lage ist XOS aus Mais
freizusetzen. Dies fiihrt zuriick zu der zu Beginn dieses Kapitels angefiihrten Problematik
beziiglich der Einschitzung des Enzym-zu-Substrat-Verhéiltnisses im Darminhalt. Die

Ergebnisse dieses Versuchs deuten darauf hin, dass der Vergleich und die Interpretation
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der ohnehin komplexen Daten aus Fiitterungsversuchen durch diese Punkte zusétzlich
erschwert wird. Andererseits konnten diese Erkenntnisse moglicherweise dazu beitragen,
aufzukldren, warum die beobachteten Effekte in Futterungsversuchen mit Xylanasen
teilweise voneinander abweichen (vgl. Kapitel 1.4.4). Hierfiir ist es erforderlich weitere
Untersuchungen durchzufiihren, z. B. Enzymversuche mit Sojaproben unter realistische-

ren Bedingungen in einem geeigneten in-vitro-Modell.

Ein ebenfalls zu beachtender Punkt bei der Bewertung von Effekten im Fiitterungs-
versuch ist die Feststellung, dass die getestete Xylanase eine ausgeprigte Cellulaseneben-
aktivitit aufweist und sowohl aus den Mais- als auch aus Sojaproben COS in grolleren
Mengen freisetzen kann. Diese Oligosaccharide kénnen potenziell auch im Verdauungs-
trakt der Hithner generiert werden und unter Umstdnden einen Einfluss auf das Mikro-
biom haben.

4.4 Methodenentwicklung zur Analyse der Ileum- und Caecumproben

Es wurden mehrere Studien veroffentlicht, in denen die Untersuchung von Oligosacchari-
den in Proben aus dem Verdauungstrakt von Gefliigel beschrieben ist, jedoch wurde selten
die Struktur der extrahierten Oligosaccharide analysiert. In Tabelle 5 ist eine Ubersicht
der fiir diese Arbeit relevanten Literaturstellen mit wichtigen Eckdaten, wie eingesetztes

Futter, untersuchte Proben und verwendete Analysentechniken, zusammengestellt.

4.4.1 Extraktion der niedermolekularen Kohlenhydrate

Fiur die Extraktion der Oligosaccharide sind in der Literatur verschiedene Vorgehens-
weisen, unter anderem die Extraktion mit Wasser bei 99 °C fiir 30 Minuten (Kouzounis
et al, 2021) oder mit Pufferlosung (pH 5,4) bei 42 °C fiir 8 Stunden ohne vorgeschalteter
Inaktivierung der Enzyme und Mikroorganismen (Morgan et al, 2020), beschrieben.
Diese beiden Extraktionsmethoden sind fiir die in dieser Arbeit zu analysierenden Proben
ungeeignet, da anzunehmen ist, dass unter diesen Bedingungen die in manchen Darm-
proben aufgrund der Supplementierung enthaltene thermostabile Xylanase wéihrend der
Extraktion aktiv wire (vgl. Kapitel 4.3.2.1). AuBBerdem koénnen ohne vorherige Inaktivie-
rung weitere Oligosaccharide durch mikrobielle Fermentation generiert werden, insbeson-
dere wenn fir 8 h bei 42 °C extrahiert wird. Durch die Erhitzung auf 99 °C werden zwar
Mikroorganismen und nahezu alle, nicht thermostabilen Enzyme inaktiviert, jedoch kann
es (je nach pH-Wert der Extraktionslésung) zu Veranderungen der Kohlenhydratkompo-
nenten durch saure Hydrolyse kommen. Dies hat insbesondere dann einen Einfluss auf
die Analyseergebnisse, wenn nicht alle Proben den gleichen pH-Wert aufweisen. Fiir die
extrahierten Losungen der hier vorliegenden Proben wurde der pH-Wert fiir eine grobe
Einordnung stichpunktartig tberprift: Ileumproben Tag 21 pH 5,0 - 5,5; Ileumproben
Tag 41 pH schwankend zwischen 4,5 und 6,5; Caecumproben Tag 21 pH ca. 6,0 und
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Tabelle 5: Literaturiibersicht zur Untersuchung von Oligosacchariden (OS) und Nicht-Stdrke-Polysac-
chariden (NSP) in Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern ((A)XOS: (Arabino-)Xylooligosac-
charide, Xyla: Xylanase, AX: Arabinoxylan, KH: Kohlenhydrate, Monos.: Monosaccharide, MSZ: Mono-
saccharidzusammensetzung, SPE: Festphasenextraktion)

Futterbasis Untersucht
elle Extraktion Analysemethode (Derivatisierung)®
Qu (Zugaben) (Tag der Probennahme) : ¥ (Derivatisierung)
Bautil et al., Weizen, Soja KH und AX in lleum, Caecum, 1. 80 % Ethanol, GC (Alditolacetate) nach
2020 (AXOS) Exkrementen (5,10,15,21,28,35) 2. Puffer (pH 3,0) Englyst & Cummings (1984)
Bautil et al., Weizen, Soja KH und AX in lleum, Caeca, 1. 80 % Ethanol, GC (Alditolacetate) nach
2021 (2 versch. Xyla) Exkrementen (11,36) 2. Puffer (pH 3,0) Englyst & Cummings (1984)
Daleetal., Weizen, Soja XOS und freie Monos. in Jejunum, ) )
nicht beschrieben ~ HPAEC-PAD nach Xu et al. (2013)
2020 (Xyla) lleum, Colon, Caecum (26)
) . ) NSP und OS in Kropf, Magen, GC (Alditolacetate) nach
Kimet al., Mais oder Weizen, ) ) ) )
2022 Soia Duodenum, Jejunum, lleum, nicht beschrieben  Englyst & Cummings (1984) und
! Caeca, Exkrementen (12, 35) Morgan et al. (2019)
oSimll d NSP (MSZ) i OS: MALDI-TOF
Kouzounis Mais oder Weizen, imfleum un ( Jin 0OS: Wasser, o
etal 2091 Soja (Xyla ab Tag 20) Magen, lleum, Caecum, 99°C. 30 min NSP: GC (Alditolacetate) nach
v 1342y & Exkrementen (28) ’ Englyst & Cummings (1984)
W NSP: GC (Alditolacetate), SEC-RID
‘ , A NSP und (A)XOS in assen P: GC (Alditolacetate), /
Kouzounis Weizen, Soja 99 °C, 20 min, freie Monos. und OS: HPAEC-PAD,
Magen, lleum, Caecum, .
etal., 2022a (Xyla ab Tag 20) Exkrementen (28) (3 Extraktions- MALDI-TOF-MS, HILIC-MS" nach
schritte + SPE) Kouzounis et al. (2022b)
Leeetal, Weizen, Soja Losliche KH in lleum und Caecum Uberstand .
GC-MS (Alditolacetat
2017 (Xyla) (11,21,42) verwendet (Alditolacetate)
M Wei j Puff H5,4 NSP: GC (Alditol t
organ eizen, Soja NSP und XOS im Futter u oer (pH 5,4), SP: GC (Alditolacetate),
etal., 2019 (AX, AXOS, AX+Xyla) 42°C,8h XOS: HPLC-DAD/MS (PMP)
Weizen, Sorghum, . .
Morgan So‘jegze(zir;noolz:g(v:rr:ch NSP und XOS in Magen, lleum Puffer (pH 5,4), NSP: GC (Alditolacetate),
tal., 2020 ! K ’ 21, 28, 35 42°C,8h XOS: HPLC-DAD/MS (PMP
eta NSP-Anteile, Xyla) ( ) /MS )
Weizen, Mais,
Morgan Sorghum, Soja, NSP und OS (MSZ) in Exkrementen GC (Alditolacetate) nach
& gnhum, 5ol und OS (MSZ) in Ex 05: 80 % Ethanol (Aldi €]
etal., 2021a Canola (versch. NSP- (23, 31) Englyst & Cummings (1984)
Anteile)
Mehrstufige SPE
Morgan Sorghum, Weizen, X0S in lleum (35) (niechrts L;rlmii HPLC-MS (PMP) nach Morgan et al.
etal., 2022 Soja (Xyla, XOS) g (2020)
beschrieben)
Mais oder Weizen, ) 80 % Ethanol, GC (Alditolacetat h
Nguyen ?IS oderveizen NSP (MSZ) und OS-Gehalt in lleum ’ anlo (Alditolaceta Ae) nac
Soja (versch. NSP- Clean-up nicht Englyst & Cummings (1984) und
etal., 2022 . und Exkrementen (14, 35) )
Anteile) beschrieben Morgan et al. (2019)
W :
Wu et al., Mais, Weizen, Soja XS in lleum und Caeca (21) UI::aS:crhlz:;bad Unklar (HPAEC-PAD, evtl. als PMP-
2023 (Xyla) ! Derivate nach Morgan et al. (2020))
Clean-up unklar
Freie Monos. und OS in
NSP: h Englyst & C i
Zhangetal., Weizen, Mais, Soja Kropf, Magen, Duodenum, 80 % Ethanol, hac ) nelys ummings
. . (1984), freie Monos.: GC-FID,
2014 (Xyla ab Tag 7) Jejunum, lleum, Caeca, 40°C, 1h

Exkrementen (21)

0S: GC-MS (silyliert)

! DAD: Diodenarraydetektor, FID: Flammenionisationsdetektor, GC: Gaschromatographie, HILIC: hydrophile Interaktionschromatographie,
HPAEC-PAD: Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischer Detektion, HPLC: Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie, MALDI-TOF-MS: Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung mit Flugzeitmassenspektrometer, MS: Massenspektro-
metrie, PMP: 1-Phenyl-3 methyl-5-pyrazolon, SEC-RID: GréRenausschlusschromatographie mit Brechungsindexdetektor, TLC: Dinnschicht-
chromatographie

Caecumproben Tag 41 pH leicht schwankend zwischen 5,5 und 6,5. Nguyen und Mitarbei-
tende (2022) beschreiben fiir die Extraktion von Oligosacchariden aus Ileum- und Exkret-
proben die Verwendung von 80%igem Ethanol bei 80 °C. Wie in Kapitel 4.3.2.1 beschrie-
ben, ist die fiir die hier vorliegenden Proben eingesetzte Xylanase in 80%igem Ethanol
mnaktiv, deshalb wurde in der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls 80%iges Ethanol als
Extraktionsmittel gewéahlt. Die Extraktion erfolgte, wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, mit
80%igem Ethanol bei 40 °C in mehreren Extraktionsschritten, um einen moéglichst hohen
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Anteil der NLKH zu extrahieren. Dies wurde in Vorversuchen uberpriift, bei denen die
Ubersténde der einzelnen Extraktionsschritte mittels HPAEC-PAD analysiert wurden.
Hierfiir wurden Proben aus den Probensétzen fiir die Methodenentwicklung (vgl. Kapitel
3.4) herangezogen. Die Messungen ergaben fiir die Ileumproben, dass im 3. Extraktions-
schritt weniger als 15 % der im 1. Extraktionsschritt enthaltenen Zucker nachzuweisen
waren. Bei den Caecumproben waren im 3. Extraktionsschritt noch tiber 35 % nachweis-
bar (vgl. Tabelle A10, Kapitel 9.2). Deshalb wurde entschieden die Ileumproben dreifach

und die Caecumproben vierfach zu extrahieren.

4.4.2 Aufreinigung der Extrakte mittels Festphasenextraktion

Zur Aufreinigung und Fraktionierung der extrahierten NLKH-Fraktionen in Mono- und
Oligosaccharidfraktionen wurde, wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben, eine SPE mit nPGC-
Material verwendet. Die Fraktionierung durch verschiedene Elutionsmittel wurde fiir die
in den Proben vorkommenden Mono- und Oligosaccharide ausfiuhrlich tiberprift.
Zunichst wurde die gestaffelte Elution mit Wasser, Wasser/Acetonitril (50/50) und
Wasser/Acetonitril mit TFA (50/50 + 0,1 %) getestet. Es zeigte sich, dass die Fraktion mit
TFA vermehrt Probleme bei der anschlieBenden Trennung mittels HPAEC verursacht. Es
wurden starke Retentionszeitverschiebungen (mehrere Minuten) und Peakformverin-
derungen beobachtet, die sich auch negativ auf nachfolgende Messungen auswirkten und
erst durch mehrstiindiges, intensives Spilen der Sidule mit FlieBmittel mit hohem
Elutionsvermégen behoben werden konnten. Aufgrund dessen wurden die Tests mit
Ameisenséure statt TFA fortgefiihrt. Hier war es moglich die betroffene Fraktion mit der
HPAEC zu messen, jedoch musste vor der Analyse sichergestellt sein, dass jegliche
Ameisensiurereste (oder andere fiir die Probleme verantwortliche Substanzen) aus der
Probe entfernt wurden, beispielsweise durch mehrfaches Koevaporieren mit Ethanol.
Andernfalls traten bei der Analyse mittels HPAEC die gleichen Probleme auf wie nach
Elution mit TFA. Auch wenn sich die anschlieBende Chromatographie als problem-
behaftet erwies, so konnte die in der Literatur beschriebene Fraktionierung fiir die
getesteten Saccharide bestéatigt werden. Die Kapazitit, Oligosaccharide zuriickzuhalten,
lag bei den verwendeten nPGC-Kartuschen (250 mg stationidre Phase) bei ca. 4,9 mg
(getestet mit Raffinose). Fiir die Darmproben wurde iiberpriift, ob die Ladekapazitit
ausreichend fiir die Menge enthaltener Oligosaccharide ist, sodass die Oligosaccharide
vollstandig zuriickgehalten werden und nicht teilweise in der ersten Fraktion mit den
Monosacchariden eluieren. Es wurden erfolgreiche Versuche zur Regeneration der
Kartuschen durchgefiihrt, um diese mehrfach nutzen zu koénnen. Hierfur wurde das
Saulenmaterial nach Elution aller Fraktionen nacheinander mit 100 % Acetonitril und
100 % Wasser gespiilt und regeneriert. Anschliefend folgte die Konditionierung wie vor
der ersten Probenaufgabe (vgl. Kapitel 8.4.3). Es konnten bei einer erneuten Verwendung
der selben Kartusche keine Verschleppungen oder Beeintriachtigungen der Trennleistung

beobachtet werden. Getestet wurden drei Zyklen, bei den Proben wurde mit zwei Zyklen
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gearbeitet. Die Wiederfindungen der Mono- und Oligosaccharide in Standardmischungen
sowie Proben lagen nach nPGC-SPE bei iiber 90 % und es konnten keine Unterschiede
zwischen erstem und zweitem Durchlauf festgestellt werden. Fur die Ileumproben war die
Aufreinigung mittels nPGC-SPE zufriedenstellend und erméglichte die anschlieende
Analyse der Oligosaccharide.

Im Rahmen der Masterarbeit von Anna Rausch (2022) stellte sich heraus, dass fiir die
Caecumproben eine Aufreinigung mittels nPGC-SPE nicht ausreichend ist, um die
Matrixeffekte so weit zu minimieren, dass die enthaltenen Saccharide zuverléassig mittels
HPAEC analysiert werden kénnen. Es wurde eine Aufarbeitungsmethode entwickelt, bei
der die Aufreinigung mit einer C18-SPE gefolgt von einer nPGC-SPE zur weiteren Aufrei-
nigung und Fraktionierung der Zucker erfolgt (Rausch, 2022). C18-Material wird hiufig
in der RP-Chromatographie eingesetzt und zeigt eine hohe Affinitat gegeniiber hydro-
phoben Substanzen, jedoch kaum gegeniiber hydrophilen Substanzen. Deshalb kann
dieses Material unter anderem eingesetzt werden, um hydrophobe Matrixkomponenten
von hydrophilen Kohlenhydraten abzutrennen (Packer et al, 1998; Robinson et al, 2018).
Die Elutionsreihenfolge wurde fiir die im HPAEC-Profiling integrierten, kommerziell
erhéltlichen Oligosaccharide (vgl. Kapitel 4.4.4) iiberpriift. Es wurde beobachtet, dass Cs,
Cs und A2+3XX bei wassriger Elution als letztes eluieren. Die Wiederfindung aller anderen
getesteten Oligosaccharide lag bei tiber 95 %, wenn 6 mL Wasser fir die Elution verwen-
det wurden. Vorversuche ergaben, dass die drei genannten Oligosaccharide nicht in den
Proben erwartet werden, weshalb aus praktischen Grinden auf eine Elution mit einem

hoheren Volumen verzichtet wurde.

Fur die Methodenentwicklung zur Probenaufarbeitung im Rahmen der Masterarbeit von
Anna Rausch wurden die in Kapitel 3.4 beschriebenen, extra fiir diese Zwecke zur Verfii-
gung gestellten Caecumproben aus einem anderen Fitterungsversuch verwendet. Bei
Testmessungen mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben mit der von Anna
Rausch (2022) entwickelten Methode zur Analyse von Caecumproben wurde jedoch
beobachtet, dass sich die Caecumproben aus den beiden Fltterungsversuchen nicht gleich
verhalten und zum Teil unterschiedlich zusammengesetzt sind. Bei dem Caecum-
probensatz fur die Methodenentwicklung konnten von Anna Rausch keine freien Monosac-
charide nachgewiesen werden. Die Analyse der Oligosaccharide war mittels HPAEC-
PAD/MS moglich, jedoch konnte die Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharid-
fraktion nicht mittels HPAEC-PAD analysiert werden, da unter anderem zu grof3e Men-
gen storender Komponenten, insbesondere Galactosamin (vgl. Kapitel 4.4.3), auftraten.
Die Monosaccharidzusammensetzung wurde daher nach Derivatisierung zu Alditol-
acetaten mittels GC-FID bestimmt (Rausch, 2022). Bei den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Caecumproben konnten dahingegen freie Monosaccharide nachgewiesen
und mittels HPAEC-PAD quantifiziert werden. Auch der Gehalt an Galactosamin war
bedeutend niedriger, weshalb eine Analyse der Monosaccharidzusammensetzung der
Oligosaccharide mittels HPAEC-PAD moglich war (vgl. Kapitel 4.4.3). Dies zeigt wie
unterschiedlich die Matrix und die enthaltenen Kohlenhydrate in Proben sind, von denen
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anzunehmen war, dass sie sich dhnlich verhalten. Im Umkehrschluss folgt daraus, dass
schon entwickelte Methoden nochmals Uberprift werden miissen, wenn ein neuer

Probensatz untersucht werden soll.

In der Literatur sind die Aufarbeitungs- bzw. Aufreinigungsmethoden hiufig nicht aus-
fihrlich beschrieben, was den Vergleich der verwendeten Methoden sowie der Analyse-
ergebnisse erschwert oder unmoglich macht. Beispielsweise heilit es bei Morgan und
Mitarbeitenden (2022), dass fiir die Extraktion eine mehrstufige SPE verwendet wurde,
ohne Details zu den verwendeten SPE-Materialien oder Elutionsmitteln zu nennen. In
anderen Veroffentlichungen wird anstelle der Methodenbeschreibung auf eine Quelle
verwiesen, jedoch nicht die dort beschriebene Analysentechnik verwendet oder anderes
Probenmaterial analysiert: Beispielsweise schreiben Wu und Mitarbeitende (2023), dass
sie XOS mittels HPAEC-PAD analysiert haben und die Aufarbeitung nach Morgan und
Mitarbeitenden (2020) durchgefiithrt wurde. Morgan und Mitarbeitende (2020) beschrei-
ben jedoch eine Derivatisierung zu PMP-Derivaten mit anschlieBender Messung mittels
HPLC-MS. Fir die Messung von Oligosacchariden mittels HPAEC-PAD ist keine Deriva-
tisierung erforderlich. Ein anderes Beispiel ist die Studie von Dale und Mitarbeitenden
(2020), in der Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern auf das Vorkommen von
XOS nach der Methode von Xu und Mitarbeitenden (2013) analysiert wurden. Die
Methode von Xu und Mitarbeitenden (2013) wurde entwickelt, um XOS in lignocellulose-
haltiger Biomasse (z. B. gemahlene Maiskolben) zu bestimmen. Diese Methode ist daher
wahrscheinlich ungeeignet um Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern zu
analysieren, da solche Proben eine deutlich komplexere Matrix aufweisen, und wurde
moglicherweise modifiziert. Kouzounis und Mitarbeitende (2022a) hingegen beschreiben
ihr Vorgehen ausfiihrlich. Dort wurde zur Aufreinigung von Proben aus dem Verdauungs-
trakt von Broilern, dhnlich wie bei der in dieser Arbeit beschriebenen Aufarbeitungs-
methode, C18- und nPGC-SPE verwendet. Jedoch lag der Fokus dieser Studie auf der
Analyse der Arabinoxylane und der héheren (A)XOS (DP > 4) und nicht, wie hier, auf der

Analyse aller vorkommenden Oligosaccharide.

4.4.3 Analyse der Monosaccharide mittels HPAEC-PAD

Bei der Analyse der Monosaccharide in den Darmproben mittels HPAEC-PAD traten
verschiedene Probleme auf. So konnte Anna Rausch (2022) wiahrend ihrer Masterarbeit
beobachten, dass die Empfindlichkeit des PADs bedeutend herabgesetzt wird, wenn Cae-
cumproben nach der Extraktion ohne weitere Aufreinigungschritte gemessen wurden.
Dies betraf die Analyse der freien Monosaccharide, aber auch die Bestimmung der Mono-
saccharidzusammensetzung nach Methanolyse und anschlieBender TFA-Hydrolyse.
Zur Veranschaulichung ist in Abbildung A13 (Kapitel 9.1) beispielhaft ein HPAEC-
Chromatogramm gezeigt. Aullerdem konnte Anna Rausch zeigen, dass bei den von ihr
untersuchten Caecumproben ohne weitere Aufreinigungschritte selektiv das Signal der

Glucose durch Matrixkomponenten unterdriickt wird. Es wurden verschiedene Versuche
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durchgefiihrt, um dieses Phdnomen aufzuklaren, jedoch konnte keine zufriedenstellende
Erklarung gefunden werden (Rausch, 2022). Durch die Aufreinigung mittels zweistufiger
SPE (C18-nPGC) sowie den Einsatz eines internen Standards (2-Desoxyglucose) konnten
die beschriebenen Effekte auf die Detektion fiir die in der vorliegenden Arbeit unter-

suchten Proben ausreichend minimiert werden.

Bei den Proben zur Methodenentwicklung wurden zusitzlich hohe Anteile an Galacto-
samin festgestellt, weshalb die Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung mittels
GC-FID erfolgte. Galactosamin stellt insofern ein Problem bei der HPAEC-PAD-Messung
dar, dass es beim etablierten Gradientenprogramm mit Rhamnose koeluiert. Der Gradient
konnte zwar so optimiert werden, dass es mit einer zusitzlichen Messung moéglich ist
Rhamnose, Galactosamin und Arabinose, die kurz nach der Rhamnose eluiert, zu trennen,
jedoch nur bei niedrigen Konzentrationen (bis 25 pM), da es ansonsten zu einer Uber-
lagerung der Peaks kommt. Sind die Konzentrationsunterschiede dieser drei Zucker in
der Probe zu hoch, kann es aufgrund der fir das dominierende Monosaccharid nétigen
Verdinnung passieren, dass die anderen beiden geringer konzentrierten Monosaccharide
nicht mehr quantifiziert bzw. identifiziert werden kénnen. Darum ist es erforderlich, dass
die Konzentrationen dieser Zucker in einem dhnlichen Bereich liegen. Fiir die in dieser
Arbeit untersuchten Caecumproben war dies gegeben, weshalb die Analyse mittels
HPAEC-PAD moglich war. In den untersuchten Proben war der Gehalt an Galactosamin
bzw. Rhamnose im Vergleich zu den anderen Zuckern gering. Die Proben wurden mit dem
etablierten Gradientenprogramm fiir Monosaccharide gemessen. Fiir jede Probengruppe
wurden zusatzlich Stichproben mit dem Gradienten zur Trennung von Rhamnose und
Galactosamin analysiert, um diese richtig zuordnen zu kénnen. Waren beide Zucker in
quantifizierbaren Mengen enthalten, wurden alle Proben dieser Gruppe mit diesem
Gradienten ebenfalls gemessen und beide Monosaccharide auf diese Weise quantifiziert.

Dies war bei den Caecumproben von Tag 41 nach TFA-Hydrolyse der Fall.

Neben Galactosamin konnte Glucosamin in vielen der analysierten Proben, insbesondere
bei der Analyse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen,
detektiert werden. Es stellte sich heraus, dass die Anwesenheit von Glucosamin unter be-
stimmten Gegebenheiten dazu fiihrt, dass der PAD-Response fir die danach eluierenden
Zucker herabgesetzt wird und diese damit nicht zuverlédssig quantifiziert werden kénnen.
Dies wurde bei Messungen mit Standardlosungen beobachtet, sodass Interaktionen mit
der Matrix ausgeschlossen werden kénnen. Testmessungen ergaben, dass dieser Effekt
bis zu einer bestimmten Glucosaminmenge konzentrationsabhéngig ist. Aullerdem stellte
sich heraus, dass das Phdnomen bei unterschiedlichen Messystemen unterschiedlich
ausgepragt ist. Hierfiir wurden vergleichende Tests an drei verschiedenen HPAEC-PAD-
Systemen durchgefiihrt. Interessanterweise zeigte Galactosamin, ebenfalls ein Amino-
zucker mit dhnlicher Struktur, keinen vergleichbaren Einfluss auf den PAD-Response. In
der Literatur sind solche Effekte nur fir freie Aminosduren und kleine Peptide beschrie-
ben. Diese werden bei der verwendeten HPAEC-Trennung ebenfalls aufgetrennt und vom
PAD detektiert. Zu Messschwierigkeiten fiihrt dabei, dass bei der PAD-Detektion zwar
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gepulst gearbeitet wird (vgl. Kapitel 3.2.1.3), die Wellenform aber fiir Kohlenhydrate
optimiert ist und die Oxidationsprodukte der Aminosduren ladnger auf der Oberflache der
Goldelektrode verbleiben (Weitzhandler et aZ, 1996). Dadurch blockieren sie diese fiir eine
bestimmte Zeit, sodass der PAD-Response fiir nachfolgende Analyten herabgesetzt wird.
Dies ist insbesondere fiir Lysin problematisch, da diese Aminosdure im selben Zeitfenster
eluiert wie die Monosaccharide. Ist Lysin in der Probe enthalten, werden die Monosaccha-
ride, die vor Lysin eluieren, normal erfasst, wohingegen die Signale der Monosaccharide,
die nach Lysin eluieren, unterschiedlich stark unterdriickt werden, abhingig von der
Lysinkonzentration und dem betroffenen Zucker. Weitzhandler und Mitarbeitende (1996)
beschreiben beispielsweise fiir Mannose eine Unterdrickung des Signals von bis zu 45 %,
bei einem Lysin-zu-Monosaccharid-Verhéltnis von 100:1. Die Autoren konnten jedoch
auch zeigen, dass eine vom Hersteller speziell fir diese Zwecke entwickelte Vorsaule, die
sogenannte AminoTrap, das Problem behebt, indem die Retention der freien Aminosduren
soweit verzogert wird, dass sie nach den Monosacchariden eluieren und somit die Messung

nicht beeinflussen.

Um die beobachteten Effekte der Signalunterdriickung von Glucosamin weiter einzugren-
zen, wurde Lysin mit dem in dieser Arbeit verwendeten Gradientenprogramm gemessen,
um beispielsweise eine Verunreinigung der Standardsubstanzen oder eine Kontamination
des HPAEC-Systems auszuschlielen. Es zeigte sich, dass Lysin nach Glucosamin eluiert
(zusammen mit Mannose) und demnach nicht die Ursache sein kann. Auch der Einsatz
einer AminoTrap wurde getestet, jedoch konnte keine Veridnderung der Retentionszeiten
der Aminozucker oder eine Aufhebung der Signalunterdriickung beobachtet werden. Dem-
entgegen zeigte sich bei Testmessungen mit den Caecumproben nach TFA-Hydrolyse eine
Verbesserung der Messergebnisse, weshalb die AminoTrap fiir diese Proben eingesetzt
wurde. Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass Proteine sowie Peptide und freie Amino-
sauren durch die Aufreinigung mittels nPGC-SPE nahezu vollstdndig aus den Proben
entfernt wurden (Packer et al, 1998). Trotzdem scheinen bestimmte Matrixeinfliisse
durch die AminoTrap reduziert zu werden. Die Hintergriinde der beobachteten Effekte
von Glucosamin konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Da
das Problem nicht bei allen HPAEC-Systemen im gleichen Ausmal} auftrat, wurden die
Proben, wie in Kapitel 3.4.3.2 beschrieben, an dem System gemessen, an dem diese Effekte
nicht bzw. minimal zu beobachten waren. Um dennoch einen Einfluss auf die Mess-
ergebisse auszuschlieen, wurde Glucosamin fiir einzelne Probensétze quantifiziert und

die Ergebnisse auf Trends hin iiberprift.

4.4.4 Erweitertes Oligosaccharidprofiling mittels HPAEC-PAD/MS

Zur Analyse des Oligosaccharidprofils der Proben aus dem Verdauungstrakt wurde eine
Profilingmethode mittels HPAEC-PAD/MS entwickelt. Die entwickelte Methode sollte
moglichst viele, potenziell in den Proben enthaltene Oligosaccharide umfassen, um ein

detailliertes Bild iiber die Freisetzung bzw. den Abbau von Oligosacchariden zu erhalten.
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Hierbei wurden die bereits beschriebenen Erkenntnisse iiber die Einzelfuttermittel (vgl.
Kapitel 4.1 und 4.2) sowie der zugegebenen Komponenten Xylanase und XOS-haltiges
Material (vgl. Kapitel 4.3) beriicksichtigt. Es wurde in Betracht gezogen, dass Oligosac-
charide bei der Futterherstellung, z. B. durch das Pelletieren (vgl. Kapitel 3.1), und bei
der Passage des Verdauungstrakts aus den im Futter enthaltenen Polysacchariden
generiert werden konnen. Im Verdauungstrakt sind die Polysaccharide im Muskelmagen
zundchst sauren Bedingungen ausgesetzt, wodurch es zur sauren Hydrolyse kommen
kann, zusétzlich werden sie mechanisch beansprucht. Im Diinndarm findet der Verdau
von Kohlenhydraten, hauptsichlich der Starke, durch koérpereigene Enzyme statt. Im
Caecum befindet sich der Grofteil des Mikrobioms, weshalb es hauptsachlich dort zur

mikrobiellen Fermentation der Polysaccharide kommt.

Aufgrund des Aufbaus des Fitterungsversuchs lag der Fokus insbesondere auf der Ana-
lyse der (A)XOS. Diese kénnen aus (Arabino-)Xylanen durch die zum Futter zugegebene
Xylanase und im Caecum zusétzlich durch Enzyme des Mikrobioms freigesetzt werden.
AuBerdem ist es denkbar, dass Seitenketten des Arabinoxylans im Magen der Broiler auf-
grund der sdurelabilen Bindung zwischen Arabinose und Xylose des Riickgrats abge-
spalten werden (vgl. Kapitel 3.2.2.4). Da die im Futtermittel eingesetzte Xylanase eine
Cellulasenebenaktivitiat aufweist (vgl. Kapitel 4.3.2.2), wurden auch COS beriicksichtigt.
Durch den enzymatischen Abbau von Stiarke im Verdauungstrakt entstehen MalOS, die
ebenfalls in den Darmproben vorkommen kénnen. Die Analyse der Sojaproben zeigte, dass
wie erwartet RFO enthalten sind. Diese kénnen von koérpereigenen Enzymen nicht voll-
standig abgebaut werden und sind demnach zumindest in den Ileumproben zu erwarten.
Unter den Hauptpolysacchariden in Soja sind Pektine, welche unter anderem Arabinane
und Galactane beinhalten (vgl. Kapitel 1.2.3.4). Jene kénnen ebenfalls nicht von kérper-
eigenen Enzymen abgebaut werden, jedoch von Enzymen des Mikrobioms (Bender et al,
2023). Demzufolge kénnten entsprechende Arabinan- und Galactanoligosaccharide in den
Caecumproben vorkommen. Bei der Untersuchung der Einzelfuttermittel wurden insbe-
sondere bei den LZM von Mais und Soja héhere Anteile an Mannose in der Monosaccharid-
zusammensetzung festgestellt. Die Untersuchung der Bindungsverhéltnisse ergab neben
1,4-glykosidisch verknupfter Mannose héhere Mengen an, fir pflanzliches Zellwand-
material untypischer, 1,2-glykosidisch verkniipfter Mannose (vgl. Kapitel 4.1.2 und 4.2.2).
Lineare B-1,4-verkntpfte ManOS wurden im Oligosaccharidprofiling berticksichtigt, auch
aufgrund der geringfligigen Mannanasenebenaktivitat, die fiir die eingesetzte Xylanase
beobachtet wurde (vgl. Kapitel 4.3.2.2). Standardsubstanzen fiir Oligosaccharide, aufge-

baut aus 1,2-verkntpften Mannoseeinheiten, standen nicht zur Verfiigung.

Fiur das entwickelte HPAEC-PAD/MS-Oligosaccharidprofiling wurden kommerziell
erhaltliche Oligosaccharidstandardsubstanzen und in der Abteilung fiir Lebensmittel-
chemie und Phytochemie am KIT vorhandene, isolierte Oligosaccharidstandardsub-
stanzen sowie enzymatisch generierte Oligosaccharide herangezogen. Folgende kommer-
ziell erhiltliche Oligosacchariden wurden in das Profiling integriert: Lineare XOS (DP
2 - 6, Xz - Xe), verzweigte AXOS (DP 3 - 5, s. Abbildung 10, Kapitel 3.3.1), COS (DP 2 - 6,
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Cs - Ce), MalOS (DP 2 - 5, Mals - Mals), ManOS (DP 2 - 6, Mans - Mane) und RFO inklusive
Saccharose (DP 2 -5, Saccharose - Verbascose). Die Reinheit und Hersteller sind in
Kapitel 7.2 aufgefiihrt. Von den isolierten Oligosacchariden wurden die beiden Arabino-
xylanseitenketten AX (generiert aus FAX durch enzymatische Abspaltung der Ferula-
sdure) und XA (s. Abbildung 4, Kapitel 1.2.3.3, Schendel, 2016) sowie die Arabinanoligo-
saccharide (DP 2 - 3, s. Abbildung A3, Kapitel 9.1) und Galactanoligosaccharide (DP 2 - 4,
s. Abbildung A4, Kapitel 9.1) aus dem Arabinan- bzw. Galactanprofiling (vgl. Kapitel
3.2.2.3, Wefers & Bunzel, 2016) in das Oligosaccharidprofiling aufgenommen. Bei Vorver-
suchen zur Identifizierung von Oligosacchariden in Ileumproben konnten aullerdem
Oligosaccharide, die den Invertaseabbauprodukten der RFO entsprechen, identifiziert
werden. RFO kommen tber die Sojakomponenten ins Futter und Invertase ist als korper-
eigenes Enzym im Verdauungstrakt von Hithnern anzutreffen (vgl. Kapitel 1.3.2). Inver-
tase spaltet Saccharose in Fructose und Glucose. Im Falle der RFO wird ebenfalls die
Fructose abgespalten und es entstehen die entsprechenden Oligosaccharide aus Glucose
mit einer oder mehreren a-(1—6)-glykosidisch gebundenen Galactoseeinheiten. Diese
Oligosaccharide wurden als Standardsubstanzen gewonnen, indem eine Invertase zu
Raffinose, Stachyose und Verbascose gegeben wurde. Die so generierten Oligosaccharide
werden im Folgenden als Gal+Glc (Melibiose), 2Gal+Glc und 3Gal+Glc entsprechend den
Abbauprodukten von Raffinose, Stachyose und Verbascose benannt. Diese Invertase-
abbauprodukte der RFO wurden ebenfalls in das Profiling aufgenommen. Damit umfasst
das entwickelte Oligosaccharidprofiling 44 potenziell in den Darmproben enthaltene
Oligosaccharide mit DP 2 - 6, die mit dem entsprechend optimierten HPAEC-Gradienten
innerhalb von 65 Minuten getrennt und mittels MS identifiziert werden kénnen (s.
Abbildung 19). Als interner Standard, zum Ausgleich von Retentionszeitverschiebungen
und zur Uberpriifung, ob das System fehlerfrei arbeitet, wurde Isomaltotriose ausgewéhlt,
da sie in den Proben natiirlicherweise nicht erwartet wird und ein stabiles sowie isoliertes
MS-Signal aufweist. Die HPAEC-PAD/MS-Bedingungen sowie das optimierte Gradienten-

programm sind Kapitel 8.4.5 zu entnehmen.

In Abbildung 19 ist eine Ubersicht des entwickelten Oligosaccharidprofilings gezeigt.
Im oberen Teil der Abbildung sind die Chromatogramme (PAD) von Standardsubstanz-
mischungen der integrierten Oligosaccharide, gemessen mit dem entwickelten HPAEC-
Gradienten, abgebildet. Im unteren Teil sind die SIM-Spuren mit den zugehorigen m/zder
dominierenden Lithiumaddukte der einzelnen Oligosaccharide aufgetragen. Es wurde im
positiven Modus gemessen. Bei der entwickelten Analysemethode stellt die Tatsache, dass
neutrale Oligosaccharide hauptséchlich aus Pentosen und Hexosen aufgebaut sind,
zugleich Vor- und Nachteil dar. Der Nachteil liegt darin, dass unterschiedlich aufgebaute
Oligosaccharide die gleiche Masse haben kénnen. So weisen beispielsweise X5 und XA3XX
(e aufgebaut aus fiinf Pentosen) oder Raffinose und Cs (e aufgebaut aus drei Hexosen)
jeweils einen Molekiilpeak mit dem gleichen m/z auf und miissen fiir eine eindeutige

Identifizierung chromatographisch getrennt werden. Da mit einem ESI-MS gemessen
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Abbildung 19: Entwickelte Profilingmethode zur Analyse von 44 Oligosacchariden (OS) nebeneinander
mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischer und massen-
spektrometrischer Detektion (HPAEC-PAD/MS). Oben: HPAEC-Chromatogramme (PAD) der OS-Stan-
dardsubstanzen sortiert nach OS-Gruppen (Zahlen geben Polymerisationsgrade an); unten: Ubersicht
der MS-Spuren mit den Masse-zu-Ladungs-Verhaltnissen (m/z) der dominierenden Lithiumaddukte der
OS (Zahlen geben Anzahl der Pentosen (P) bzw. Hexosen (H) an, * dominierendes Addukt zweifach gela-
den, gemessen im positiven Modus), Symbole kennzeichnen die Retentionszeiten der OS (RFO: OS der
Raffinose-Familie; Raf: Raffinose, Sta: Stachyose, Ver: Verbascose; G+G, 2G+G, 3G+G: Invertaseabbau-
produkte von Raf, Sta, Ver; AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, XA: a-D-Xylopyranosyl-(1—3)-L-Arabinose,
AX: B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-L-Arabinose; (A)XOS: (Arabino-)Xylo-OS; AXOS benannt nach Fauré und
Mitarbeitenden (2009); Galactan- und Arabinan-OS benannt nach Wefers und Bunzel (2016))
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wird, weisen die Massenspektren keine spezifischen Fragmentierungsmuster auf, die eine
Identifizierung ermoglichen kénnten. Der Vorteil liegt darin, dass die Anzahl moglicher
m/z begrenzt ist. Dies erleichtert die Suche nach vorkommenden Oligosacchariden und
ermoglicht unter anderem die Aufnahme aller relevanten SIM-Spuren mit einer hohen
Empfindlichkeit iber die gesamte Elutionszeit der Oligosaccharide. Zu beriicksichtigen
1st, dass manche Oligosaccharide, insbesondere mit héherem DP, nach der Ionisierung
bevorzugt als zweifach geladene Ionen vorliegen. Dies ist unter anderem bei der
Ermittlung des m/zfir die Einstellung der SIM-Spuren zu beachten. Aullerdem fiihrt dies
beispielsweise dazu, dass Oligosaccharide aus drei Pentosen und fiinf Hexosen (zweifach
geladen) Ionen mit demselben m/z von 421 bilden. AuBerdem ist zu beachten, dass die
Analytionen nicht ausschlieBlich als Lithiumaddukte ([M+7]*) vorliegen. Ebenfalls
beobachtet werden beispielsweise kleine Mengen an Natriumaddukten ([M+23]*) sowie
m/z mit M+42. Fur zweiteres konnte bisher kein passendes Addukt oder eine andere
plausible Erkliarung gefunden werden, jedoch ist dieser Peak mit geringer Intensitét in
fast allen mittels HPAEC-MS aufgenommenen Massenspektren von Oligosacchariden zu
sehen. Dies ist insbesondere bei der Auswertung der SIM-Spur fiir Oligosaccharide aus
vier Pentosen (m/zvon 553) zu beachten, da die Lithiumaddukte von Oligosacchariden aus
drei Hexosen ein m/zvon 511 aufweisen. Werden dazu 42 addiert, ergibt sich ein m/z von
ebenfalls 553. Somit werden Oligosaccharide, die aus drei Hexosen bestehen, sowohl in
der SIM-Spur mit m/z 511 (Oligosaccharid aus drei Hexosen) als auch in der SIM-Spur
mit m/z 553 (Oligosaccharid aus vier Pentosen) detektiert. Daher musste und konnte der
HPAEC-Gradient so angepasst werden, dass es zu keiner Koelution von Oligosacchariden
aufgebaut aus drei Hexosen bzw. vier Pentosen kommt und somit eine eindeutige
Zuordnung der im Profiling beriicksichtigten Oligosacharide tber die Retentionszeit
moglich ist (s. Abbildung 19 unten). Jedoch ist es nicht auszuschlieBen, dass die Probe
weitere, nicht identifizierte Oligosaccharide enthélt. Demnach ist fir unbekannte oder
unerwartete Signale mit einem m/zvon 553 (Oligosaccharid aus vier Pentosen) zu priifen,
ob bei derselben Retentionszeit ein Signal in der SIM-Spur mit m/z von 511 detektiert
wurde, um sicherzustellen, dass es sich nicht um ein aus drei Hexosen aufgebautes
Oligosaccharid handelt.

Die Elutionsreihenfolge der Oligosaccharide ist Abbildung 19 zu entnehmen. Grundséatz-
lich kann festgehalten werden, dass die Oligosaccharide innerhalb einer Oligosaccharid-
gruppe bei der Trennung mittels HPAEC nach aufsteigendem DP eluieren, abgesehen von
den AXOS. Diese eluieren nach Xs und es scheinen sowohl der DP als auch die Position
der Seitenkette einen Einfluss auf die Retentionszeit zu haben, da beispielsweise A3X
(DP 3) nach A2XX (DP 4) eluiert. Bei den COS ist auffillig, dass insbesondere die Signale
der hoheren Oligosaccharide eine Schulter aufweisen. Dieses Phidnomen konnte nicht
abschliefend gekliart werden, wobei eine Verunreinigung der Standardsubstanzen
ausgeschlossen wurde. Interessant zu beobachten ist, dass die RFO vergleichsweise friith
eluieren und ihre Invertaseabbauprodukte sogar noch frither. Zusammen mit den ManOS

fihrt dies zu einer groBBen Anzahl an aus Hexosen aufgebauten Oligosacchariden, die im
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Zeitfenster zwischen 7 und 20 Minuten eluieren. Dennoch war es moéglich den HPAEC-
Gradienten so anzupassen, dass die Oligosaccharide in diesem Zeitfenster ausreichend
getrennt werden und keine Oligosaccharide mit dem gleichen m/z koeluieren (s.
Abbildung 19 unten). Dies gilt ebenfalls fiir den Rest der beriicksichtigten Oligosaccharide
mit einer Ausnahme: Cs und G-3a, beide aufgebaut aus drei Hexosen (m/z 511), eluieren
nahezu zeitgleich und waren chromatographisch nicht zu trennen. Wurde bei der Auswer-
tung der Proben zu dieser Retentionszeit ein Signal mit dem entsprechenden m/z detek-
tiert, so wurde Uberprift, ob es auf Grundlage der anderen detektierten Oligosaccharide
moglich ist zu entscheiden, welches Oligosaccharid wahrscheinlich in der Probe enthalten
ist. Konnten in der Probe beispielsweise weder Cz noch C4 nachgewiesen werden, jedoch
andere Galactanoligosaccharide, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem betrof-
fenen Oligosaccharid mit einem m/zvon 511 um G-3a und nicht um Cs handelt.

Die Auswertung der Messungen zur Bestimmung des Oligosaccharidprofils von Ileum-
und Caecumproben erfolgte vorrangig iber die aufgenommenen SIM-Spuren durch
Abgleich der Retentionszeiten mit ebenfalls gemessenen Standardsubstanzmischungen
bzw. durch den Abgleich relativer Retentionszeiten zu Isomaltotriose (aufgefiithrt in
Tabelle A11, Kapitel 9.2). Die mittels PAD aufgenommenen Chromatogramme dieser
Proben sind aufgrund vieler Peaks, verursacht durch Matrixkomponenten, nicht aussage-
kriftig (Beispielchromatogramme in Abbildung A14 und Abbildung A15, Kapitel 9.1). Die
Auswertung erfolgte qualitativ, wobei zusétzlich die relativen Mengen der enthaltenen
Oligosaccharide im Vergleich zur Peakhohe (Signal SIM-Spur) von mitgemessenen
Standardsubstanzen (5 uM) abgeschiitzt wurden. Dabei wurden 5 Stufen definiert: O fiir
kein Signal, 1 fiir Signale groBer als Signal-Rauschverhiltnis 3:1 (LOD), 2 fiir Signale
grofBer als Signal-Rauschverhéltnis 6:1, 3 fiir Signale gleich oder hoéher als Signal der
entsprechenden Standardsubstanz und 4 fiur Signale, die mindestens die doppelte Hohe
des Signals der entsprechenden Standardsubstanz aufwiesen. Um sicherzustellen, dass
keine messtechnischen Fehler auftraten, wurde die Signalhéhe des internen Standards
fir jede Messung iiberprift. Zu beachten ist, dass bei der Abschitzung der Signalhchen
keine Verdinnungsfaktoren oder Einwaagen einbezogen werden konnen, weshalb diese
bei der Interpretation der erhaltenen Oligosaccharidprofile berticksichtigt werden
miissen. Details hierzu werden bei der Diskussion der Ergebnisse erlautert (vgl. Kapitel
4.5.2.2 und 4.6.2.2).

In der Literatur sind Studien beschrieben, in denen die Monosaccharidzusammensetzung
der Oligosaccharide in Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern untersucht wurden
(Morgan et al, 2021a; Kim et al, 2022). Ebenfalls beschrieben sind Untersuchungen, bei
denen gezielt die (A)XOS in solchen Proben analysiert wurden (Dale et al., 2020; Morgan
et al., 2020; Kouzounis et al., 2022a; Morgan et al., 2022; Wu et al., 2023; vgl. Tabelle 5,
Kapitel 4.4). Es konnte jedoch keine Studie gefunden werden, in der die Oligosaccharide
in Proben aus dem Verdauungstrakt von Gefliigel so umfassend analysiert wurden, wie
es mit der hier beschriebenen HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode zur parallelen Erfas-

sung von 44 Oligosacchariden moglich ist.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.5 Untersuchung der Ileumproben

Die Ileumproben wurden extrahiert und aufgereinigt wie in Kapitel 3.4 und den darauf-
folgenden Unterkapiteln beschrieben. Eine Ubersicht des Vorgehens bei der Aufarbeitung
der Proben sowie den erhaltenen Fraktionen und den durchgefiihrten Analysen ist in
Abbildung 12 (Kapitel 3.4.2) und Tabelle 1 (Kapitel 3.4.5) dargestellt. Grundsitzlich
wurden die Proben (biologische Replikate) in Einfachbestimmung analysiert und
gegebenenfalls bei Auffalligkeiten durch Wiederholung der Analyse abgesichert. Vor-
versuche ergaben, dass die Reproduzierbarkeit der HPAEC-Messungen hoch ist
(Standardabweichungen kleiner 5 %, n = 3) und das Mitfiihren von internen Standards
ermoglicht es, bei entsprechender Auswertung fehlerhafte Messungen zu erkennen und

systembedingte Messungenauigkeiten auszugleichen.

4.5.1 Freie Monosaccharide und Oligosaccharide der Raffinose-Familie

Die Ergebnisse der Analyse der freien Monosaccharide und RFO in den Ileumproben von
Tag 21 sind in Abbildung 20 gezeigt. Im oberen Diagramm sind die Daten der Proben des
Basisfutters Mais 3 abgebildet, im unteren die zu Basisfutter Mais 4. Von links nach
rechts sind die Proben der Futtervarianten Kon, Xyla und X+X aufgefiihrt.

Die Proben enthalten die freien Monosaccharide Glucose, Galactose und kleine Mengen
Arabinose. Bei der Einordnung dieser Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dass es sich um
eine Momentaufnahme eines dynamischen Systems handelt. Im Ileum findet zeitgleich
der enzymatische Abbau der Kohlenhydrate und die Resorption der freigesetzten Mono-
saccharide statt. Freie Glucose wurde in allen Proben mit durchschnittlich 5,3 + 1,5 mg/g
gefriergetrocknetem Ileuminhalt (Durchschnitt aller Mais-3- und Mais-4-Proben) be-
stimmt. Freie Galactose konnte in allen Proben nachgewiesen werden, wobei die Mengen
zwischen den Proben schwanken. Im Durchschnitt wurden 1,0 + 1,1 mg/g freie Galactose
ermittelt. Die Werte der freien Arabinose lagen durchschnittlich bei 0,1 + 0,0 mg/g. Es
sind keine Unterschiede zwischen den beiden Basisfuttersorten Mais 3 und Mais 4 oder

den Futtervarianten in Bezug auf die vorkommenden freien Monosaccharide ersichtlich.

In allen Ileumproben von Tag 21 konnten die drei analysierten RFO nachgewiesen wer-
den. In den héchsten Mengen mit durchschnittlich 17,1 + 4,1 mg/g wurde Stachyose be-
stimmt, gefolgt von Raffinose (7,6 + 1,8 mg/g) und Verbascose mit den geringsten Gehalten
(1,3 + 0,2 mg/g). Dies entspricht der Reihenfolge, in denen diese RFO in Soja vorkommen.
Die Stachyosegehalte sind bei den Ileumproben von Mais 3 (Durchschnitt 17,7 + 4,5 mg/g)
etwas hoher als die der Mais-4-Proben (Durchschnitt 16,5 + 3,7 mg/g), wobei die Unter-
schiede nicht signifikant (a = 0,05) sind und nicht mit den geringfiigig unterschiedlichen
RFO-Mengen in den Basisfuttermitteln korrelieren. Wie in Kapitel 4.2 beschrieben,
enthielten die Basisfuttermischungen unterschiedliche Anteile der Sojakomponenten und
wie in Kapitel 4.2.1 erlautert, wurden fiir die Sojaproben unterschiedliche Mengen an
RFO festgestellt. Wird beides bertiicksichtigt, enthielt Basisfutter Mais 3 geringfiigig
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Abbildung 20: Gehalte der freien Monosaccharide und Oligosaccharide der Raffinose-Familie in den
lleumproben nach 21 Tagen Fiitterung (mg/g lleumprobe, n = 1). Proben Basisfutter Mais 3 (A) und
Mais 4 (B); jeweils drei Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und
Xylooligosacchariden (X+X) (Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Raf: Raffinose, Sta: Stachyose,
Ver: Verbascose)

weniger RFO als Basisfutter Mais 4 und nicht mehr, was die Ergebnisse der [leumproben
stiitzen wiirde. Weitere Unterschiede zwischen den Futtersorten oder -varianten konnten

nicht beobachtet werden.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der Ileumproben nach 41 Tagen veranschaulicht. Es
1st zu erkennen, dass sich die Zusammensetzung dieser Proben hinsichtlich der freien
Monosaccharide und RFO von denen von Tag 21 in den meisten Fillen unterscheidet,
wobei es einzelne Proben gibt, die die gleiche Zusammensetzung aufweisen wie die Proben
von Tag 21 (markiert mit *). AuBerdem gibt es eine Probe (8e-41-I, markiert mit °), die in

ihrer Zusammensetzung Merkmale beider dieser Gruppen aufweist.

In den meisten der Ileumproben von Tag 41 konnten tiberwiegend freie Monosaccharide
und kaum RFO detektiert werden. Bei diesen Proben dominiert die freie Glucose mit
durchschnittlich 18,6 + 7,3 mg/g (berechnet ohne auffillige Proben, s. Abbildung 21),
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Abbildung 21: Gehalte der freien Monosaccharide und Oligosaccharide der Raffinose-Familie in den
lleumproben nach 41 Tagen Fiitterung (mg/g lleumprobe, n = 1). Proben Basisfutter Mais 3 (A) und
Mais 4 (B); jeweils drei Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und
Xylooligosacchariden (X+X) (*/° auffillige Proben; Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Xyl:
Xylose, Man: Mannose, Fru: Fructose, Raf: Raffinose, Sta: Stachyose, Ver: Verbascose)

gefolgt von freier Galactose (8,9 + 3,1 mg/g) und freier Fructose (2,8 + 1,8 mg/g). AuBer-
dem wurden in den meisten dieser Proben kleinere Mengen freier Arabinose
(0,6 + 0,3 mg/g), Xylose (0,2 + 0,1 mg/g) und Mannose (0,6 + 0,2 mg/g) bestimmt. An RFO
konnten in diesen Proben nur Stachyose in vergleichsweise kleinen Mengen
(0,6 = 0,5 mg/g) nachgewiesen werden. Eine Ausnahme stellt Probe 8e-41-I dar, es domi-
nieren die freien Monosaccharide, jedoch wurden héhere Mengen Stachyose (4,3 mg/g)
sowie kleine Mengen Raffinose (0,9 mg/g) und Verbascose (0,2 mg/g) festgestellt. Bei den
verbleibenden, als auffillig gekennzeichneten Proben wurden mehr RFO als freie Mono-
saccharide ermittelt. Sie Ahneln in ihrer Zusammensetzung den Ileumproben von Tag 21.
Neben den RFO konnten an freien Monosacchariden nur freie Glucose in gré3eren Mengen
sowie freie Galactose und Arabinose in kleineren Mengen bestimmt werden. Die restlichen
Monosaccharide waren nicht bestimmbar. Es konnten auch bei den Tag-41-Proben keine
Unterschiede hinsichtlich der Futtersorten oder -varianten festgestellt werden und die
auffalligen Proben weisen eine zuféllige Verteilung tiber den gesamten Probensatz auf.
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Kouzounis und Mitarbeitende (2022a) haben die freien Monosaccharide in Proben aus den
einzelnen Abschnitten des gesamten Verdauungstrakts von Broilern, die mit Weizen-Soja-
basiertem Futter und Xylanasezusatz gefiittert wurden, analysiert. Sie konnten nach
28 Tagen im Ileuminhalt geringe Mengen freier Arabinose sowie groflere Anteile an freier
Glucose, Galactose und Fructose, den monomeren Bausteinen der RFO, feststellen. Freie
Xylose, Mannose, Fucose und Rhamnose wurden weder in der Kontrollgruppe noch in der
Gruppe mit Xylanasezusatz detektiert. Zhang und Mitarbeitende (2014) haben ebenfalls
die frei vorliegenden Monosaccharide im Verdauungstrakt von Broilern untersucht. In
dieser Studie wurden die Broiler mit Futter auf Weizen-Mais-Soja-basis mit Xylanase-
zusatz gefuttert. In den Ileumproben nach 21 Tagen konnten in dieser Studie Glucose und
Mannose als dominierende freie Monosaccharide festgestellt werden, gefolgt von freier
Arabinose in kleinen Mengen und freier Galactose sowie Ribose in sehr geringen Mengen.
AuBlerdem waren in dieser Veroffentlichung Unterschiede im Gehalt der freien
Monosaccharide zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Xylanasezusatz zu
beobachten. In der Kontrollgruppe waren geringere Mengen an freier Arabinose, Xylose
und Glucose festzustellen als in der Gruppe mit Enzymzusatz. Dies deutet auf einen
Abbau von Arabinoxylanen durch die zugegebene Xylanase hin. Die beiden vorgestellten
Studien waren dhnlich aufgebaut, unter anderem mit Weizen als Hauptbestandteil des
Futters, und dennoch wurden verschiedene freie Monosaccharide nachgewiesen und
unterschiedliche Einfliisse der zugegebenen Xylanase festgestellt. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit fiir die Proben von Tag 21 decken sich mit keiner der beiden Studien.
Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse kénnten unter anderem die verschiedenen
Aufarbeitungs- und Analysemethoden sein (vgl. Tabelle 5, Kapitel 4.4). Fiir den spéteren
Zeitpunkt wurden in der Literatur keine Daten fiir einen Vergleich gefunden. Ebenfalls
bisher nicht beschrieben ist die Analyse von RFO in Proben aus dem Verdauungstrakt von
Broilern. In einer Studie wurde der Gesamtgehalt an Oligosacchariden im Ileum von
Broilern (Mais-Soja-basiertes Futter) bestimmt (nach Hydrolyse mit GC). Die Gehalte
lagen bei 24,4 mg/g Trockenmasse fiir Tag 12 und bei 24,5 mg/g fiir Tag 35 (Kim et al.,
2022). Werden die in dieser Arbeit ermittelten durchschnittlichen Gehalte der RFO der
Tag-21-Tleumproben aufsummiert, liegt der RFO-Gehalt dieser bei 26,0 mg/g. Die RFO
sind zwar eine der dominierenden Oligosaccharidgruppen in diesen Proben, allerdings
wurden noch weitere Oligosaccharide in gréBeren Mengen nachgewiesen (vgl. Kapitel
4.5.2.2). Demnach sind die Oligosaccharidgehalte der hier untersuchten Proben von

Tag 21 hoher als die in der Literaturstelle angegebenen Werte.

Die Beobachtung, dass bei einem GroBteil der hier untersuchten Ileumproben von Tag 41
kaum RFO und dafiir grole Mengen der monomeren Abbauprodukte bestimmt wurden,
legt nahe, dass entsprechende Enzyme zu diesem Zeitpunkt im Ileum der meisten Tiere
vorhanden waren. Im Verdauungstrakt von Hiihnern kommt lediglich Invertase vor, aber
keine korpereigenen Enzyme mit einer a-Galactosidaseaktivitit (vgl. Kapitel 1.3.2). Fiir
den vollstdndigen Abbau von RFO zu Galactose, Glucose und Fructose werden jedoch

beide Enzyme benétigt. Die Ergebnisse der Proben von Tag 21 zeigen, dass die RFO zu
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diesem fritheren Zeitpunkt noch in den Proben vorhanden sind und demnach nicht
abgebaut werden konnten. Die Analyse des Oligosaccharidprofils mit der HPAEC-
PAD/MS-Methode ergab, dass in diesen Proben ebenfalls grofle Mengen der Invertase-
abbauprodukte der RFO nachgewiesen werden konnten, was durch die Anwesenheit der
korpereigenen Invertase erklirt werden kann (vgl. Kapitel 4.5.2.2). Unter der Annahme,
dass im Ileum nur korpereigene Enzyme vorkommen, entsprechen die RFO-Analyseergeb-
nisse der Tag-21-Proben den erwarteten Ergebnissen. Es ist anzunehmen, dass die freie
Glucose in diesen Proben unter anderem aus dem Abbau der Stirke stammt und noch
nicht vollstandig resorbiert wurde. Die freie Galactose kann mehrere Urspriinge haben
und die freie Arabinose wurde moglicherweise im Magen durch saure Hydrolyse aus

Arabinoxylanen oder Arabinanen freigesetzt.

Die Ergebnisse der Proben von Tag 41 weisen darauf hin, dass zu diesem spéteren
Zeitpunkt bei den meisten dieser Broiler Mikroorganismen im Ileum vorkamen, die
a-Galactosidasen produzieren kénnen. Eine plausible Erkldrung dafiir wére der in der
Literatur diskutierte Reflux (Riicktransport von Darminhalt aus dem Enddarm in den
Diinndarm, vgl. Kapitel 1.3.1). Dadurch kénnten Mikroorganismen aus den Caeca in das
Ileum gelangen. Wie in Kapitel 1.3.3 und den zugehorigen Unterkapiteln ausfiihrlich
beschrieben, weisen die Mikroorganismen in den Caeca andere Eigenschaften auf als die
1im Ileum und sind durch die Produktion unterschiedlicher Enzyme in der Lage verschie-
denste glykosidische Bindungen zu spalten. Dadurch kénnte auch erklart werden, warum
die Ileumproben, die kaum RFO enthalten, eine hohere Anzahl verschiedener freier
Monosaccharide aufweisen als die Proben, die gro8ere Mengen an RFO aufweisen. Die
Mikroorganismen in diesen Proben waren nicht nur in der Lage durch entsprechende
Enzyme RFO zu spalten, sondern produzierten ebenfalls Enzyme zum Abbau verschie-
dener Polysaccharidstrukturen. Demnach legen die Analyseergebnisse nahe, dass sich das
Mikrobiom im Ileum zwischen Tag 21 und Tag 41 veradndert, wobei die Verdnderung bei
manchen Tieren an Tag 41 noch nicht eingetreten war, weshalb diese Proben in der
Zusammensetzung der freien Monosaccharide und RFO mit den Proben von Tag 21

vergleichbar sind. Damit wéren diese Beobachtungen tierindividuelle Effekte.

Nicht schliissig an dieser Theorie ist, dass es sich bei den einzelnen Proben von Tag 41 um
gepoolte Proben zweier Tiere aus demselben Kifig handelt (vgl. Kapitel 3.1). Rein statis-
tisch ist es unwahrscheinlich, dass immer zufillig zwei Tiere mit einem vergleichbaren
»Mikrobiomstatus“ gepoolt wurden. Es wére zu erwarten, dass es mehr Proben gibt, die
auf eine Mischung beider Varianten hindeuten, also sowohl freie Monosaccharide als auch
RFO aufweisen, wie es bei Probe 8e-41-1 der Fall ist. Eine mogliche Erklarung wére, dass
sich die Zusammensetzung der Proben nach der Probennahme verédndert hat. Angenom-
men eine Probe mit urspriinglichem Ileummikrobiom (keine Enzyme z. B. zum Abbau von
RFO) und eine Probe mit verindertem Mikrobiom (mit entsprechenden mikrobiellen
Enzymen) werden nach der Probennahme zusammengegeben und durchmischt, dann
konnten die Enzyme aus der einen Probe die RFO in der anderen Probe zu Monosaccha-

riden abbauen und in der Probe wéiren tiberwiegend Monosaccharide nachweisbar, obwohl
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urspringlich nur in einer der beiden Proben die entsprechenden Enzyme bzw. Mikro-
organismen vorhanden waren. Werden zwei Proben mit urspriinglichem Mikrobiom (ohne
die entsprechenden Enzyme) zusammengegeben, dann wiirde sich die Zusammensetzung
nicht verdndern. Dadurch kénnten die Ergebnisse erklidrt werden, jedoch wére, neben
entsprechenden Enzymaktivitdt und ausreichender Homogenisierung der Probe, eine
Voraussetzung, dass die Zeitspanne zwischen Probennahme bzw. -durchmischung und
vollstidndigem Gefrieren der Probe ausreichend war fiir diese Prozesse. Die Proben wur-
den nach der Entnahme durchmischt und direkt auf Trockeneis gelagert (vgl. Kapitel 3.1).
Demnach wurde die kritische Zeitspanne bei der Probennahme so kurz wie moéglich
gehalten. AnschlieBend wurden die Proben bis zum Gefriertrocknungsprozess gefroren
gelagert und beim ersten Schritt der Extraktion der Oligosaccharide eine Inaktivierung
der Enzyme sichergestellt (vgl. Kapitel 4.3.2.1). Zur Aufklarung, ob dieser Erklirungsan-
satz zutrifft, wiaren Versuche mit frisch entnommenem Darminhalt notwendig. Um solche
Effekte von vornherein auszuschlieBen, wére es bei zukiinftigen Untersuchungen dieser

Art empfehlenswert nicht-gepoolte Proben fir die Analyse heranzuziehen.

4.5.2 Analyse der Oligosaccharide

4.5.2.1 Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktion

Die Oligosaccharidfraktion der Ileumproben wurde nach Abtrennung der freien Mono-
saccharide mittels nPGC-SPE mit TFA hydrolysiert und die freigesetzten Monosaccharide
mittels HPAEC-PAD analysiert (vgl. Kapitel 3.4.3.2). Die Ergebnisse der Ileumproben von
Tag 21 sind in Abbildung 22 in mg/g gefriergetrocknetem Ileuminhalt dargestellt. Sowohl
bei den Proben von Basisfutter Mais 3 als auch Mais 4 wurden kleinere Mengen an
Arabinose, Xylose und Mannose (jeweils im oberen Diagramm) sowie grof3ere Mengen an

Galactose und Glucose (jeweils im unteren Diagramm) ermittelt.

Bei Betrachtung der ermittelten Xylosegehalte fallt folgender Trend auf: Innerhalb der
Proben einer Futtervariante sind die Xylosegehalte dhnlich, aber zwischen den verschie-
denen Futtervarianten gibt es Unterschiede, die sowohl bei den Proben von Mais 3 als
auch von Mais 4 auftreten. Die Kon-Gruppe weist die niedrigsten Xylosegehalte auf
(Mais 3a im Durchschnitt: 0,12 + 0,01 mg/g; Mais 4d: 0,12 + 0,02 mg/g). In der Xyla-
Gruppe sind die Mengen mehr als doppelt so hoch (Mais 3b: 0,28 + 0,03 mg/g; Mais 4e:
0,32 £ 0,05 mg/g) und in der X+X-Gruppe liegen sie noch etwas hoher als in der Xyla-
Gruppe (Mais 3¢ 0,35 + 0,03 mg/g; Mais 4f: 0,35 + 0,04 mg/g). Die statistische Auswer-
tung (zweifaktorielle Varianzanalyse, ANOVA a = 0,05, post-hoc Tukey-Test) der Xylose-
gehalte der Ileumproben von Tag 21 ergab fur Mais 3 einen signifikanten Unterschied
zwischen allen drei Futtervariantengruppen (Kon, Xyla und X+X). Fiir Mais 4 sind die
Unterschiede zwischen der Kon-Gruppe und den beiden Gruppen mit Xylanase (Xyla und
X+X) signifikant, wobei sich die Xylosegehalte der Gruppen Xyla und X+X nicht signifi-
kant voneinander unterscheiden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Menge an aus Xylose

aufgebauten Oligosacchariden im Ileuminhalt der 21-Tage-alten Broilern steigt, wenn im
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Abbildung 22: Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktion der lleum-
proben nach 21 Tagen Fiitterung nach Hydrolyse mit Trifluoressigsdure (mg/g lleumprobe, n=1).
Proben Basisfutter Mais 3 (A) und Mais 4 (B); jeweils drei Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase
(Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X); oben: Arabinose (Ara), Xylose (Xyl), Mannose
(Man), unten: Galactose (Gal), Glucose (Glc)
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Futter Xylanase bzw. Xylanase und XOS eingesetzt wurden. Der bedeutendere Faktor
scheint die Xylanase zu sein. Die Zugabe von XOS fiihrt lediglich zu einer kleineren Erho-
hung der Xylosegehalte. Dies kann dadurch erklart werden, dass die zugegebenen XOS-
Mengen sehr gering waren und als Prabiotika bzw. Stimbiotika erst im Caecum wirken
(vgl. Kapitel 1.4.4). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Maissorte einen Einfluss
auf den Effekt der Xylanase haben kénnte, wobei der grundsétzliche Trend der gleiche ist,
unabhingig von der Maissorte, und sich die Xylosegehalte der Gruppen mit dem gréfiten
Unterschied (Xyla-Mais 3 (b) und Xyla-Mais 4 (e)) nicht signifikant voneinander unter-
scheiden.

Bei allen anderen bestimmten Monosacchariden ist kein Zusammenhang zwischen den
ermittelten Gehalten der Monosaccharide und den Futtervarianten zu beobachten. Zwi-
schen den Futtersorten treten unabhingig von der Futtervariante kleinere Unterschiede
auf: Arabinose kommt in den Mais-3-Proben im Durchschnitt in etwas gréfleren Mengen
vor als bei Mais-4-Proben. Mannose, Galactose und Glucose kommen hingegen in Proben
zu Mais 4 in geringfiigig héheren Mengen vor. Hinsichtlich der Gehalte an Arabinose,
Glucose und Mannose sind diese Unterschiede statistisch signifikant, bei Galactose nicht
(o = 0,05). Die durchschnittlichen Gehalte sind in Tabelle A12 (Kapitel 9.2) aufgefiihrt. Da
die Arabinose mit durchschnittlich 0,75+ 0,08 mg/g (Proben Mais 3 und Mais 4) in
deutlich héheren Mengen als die Xylose vorkommt und kein Zusammenhang in Bezug auf
die Futtervarianten mit Xylanasezugaben festgestellt wurde, wird vermutet, dass sie
nicht oder nur zum Teil als Seitenkette von AXOS vorliegt und zuséatzlich aus einer
anderen Oligosaccharidgruppe stammt. Die vergleichsweise hohen Gehalte an Glucose
(11,8 £ 2,0 mg/g) und Galactose (14,8 + 2,0 mg/g) kénnen auf die bereits identifizierten
RFO und deren Invertaseabbauprodukte zuriickgefiihrt werden, aullerdem konnten sie
beispielsweise aus COS, MalOS oder Galactanoligosacchariden freigesetzt worden sein.
Weitere Details hierzu werden nach Vorstellung der Ergebnisse des Oligosaccharidprofils
in Kapitel 4.5.2.2 diskutiert. Fructose, neben Galactose und Glucose der dritte monomere
Baustein der RFO, ist sdurelabil und wird wahrend der TFA-Hydrolyse zerstort, weshalb

sie mit dieser Methode nicht bestimmt werden kann.

Bei der TFA-Hydrolyse besteht grundséatzlich ein Gleichgewicht zwischen Spaltung der
glykosidischen Bindung zur Freisetzung der Monosaccharide und Zerstérung bzw. Abbau
der freigesetzten Monosaccharide. Demnach ist der ermittelte absolute Gehalt der Mono-
saccharide nach saurer Hydrolyse grundsatzlich niedriger als der Gehalt an tatsachlich
in der Probe vorhandenen monomeren Bausteinen. Diese sind entweder noch glykosidisch
gebunden oder wurden weiter abgebaut. In beiden Fillen werden sie nicht als Mono-
saccharide detektiert. Um diese Verluste wihrend der Hydrolyse besser einschitzen zu
konnen und so den Gehalt der in den Proben tatsichlich enthaltenen Oligosaccharide
einordnen zu konnen, wurden Versuche mit Standardsubstanzen durchgefiihrt, bei denen
die Wiederfindung der monomeren Bestandteile der Oligosaccharide nach TFA-Hydrolyse
bestimmt wurde. Diese lag fiir alle getesteten Oligosaccharide (X3, Xs, C4, Raffinose und

Stachyose) bei ca. 80 %. Demnach kann fiir eine grobe Abschiitzung der Oligosaccharid-
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gehalte auf Grundlage der Monosaccharidbestimmung angenommen werden, dass durch
die TFA-Hydrolyse etwa 20 % der in der Probe enthaltenen gebundenen Monosaccharide
nicht erfasst wurden. Bei der Abschéitzung der Oligosaccharidgehalte ist ebenfalls zu
beriicksichtigen, dass bei der Hydrolyse formal ein Wassermolekiil addiert wird, so weisen
beispielsweise zwei Xylosemolekiile eine molare Masse von 300 g/mol (2 x 150 g/mol) auf,
wohingegen die molare Masse von Xz bei 282 g/mol liegt. Fur die Berechnung des unge-
fahren XOS-Gehalts in den Ileumproben von Tag 21 wurden folgende Annahmen getrof-
fen: Die gesamte Menge der in der Monosaccharidanalyse bestimmten Xylose stammt aus
XOS:; der Verlust durch die Hydrolyse liegt bei 20 %; der Verlust durch die SPE wird nicht
beriicksichtigt; X2, X3 und X4 sind die dominierenden XOS und kommen in dhnlichen
Anteilen vor (vgl. Kapitel 4.5.2.2), weshalb die XOS-Gehalte als X3 abgeschitzt werden
(Faktor 0,92). Damit ergeben sich fiir die Proben von Mais 3 bzw. Mais 4 ein ungefihrer
X0OS-Gehalt von 0,14 mg/g gefriergetrocknete Ileumprobe fiir die Kon-Gruppen, 0,32 bzw.
0,37 mg/g fur die Xyla-Gruppen und 0,41 mg/g fiir die X+X-Gruppen.

Dale und Mitarbeitende (2020) haben den Gehalt an XOS (DP 2 - 4) im Verdauungstrakt
von Broilern (Futter auf Weizen-Soja-basis, Tag 26) analysiert (HPAEC-PAD). Sie fanden
in Ileumproben der Kontrollgruppe einen XOS-Gehalt von etwa 3,4 mg/g Trockenmasse,
in der Gruppe mit Xylanasezusatz etwa 4,0 mg/g. Die Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen waren damit weniger markant, als bei den hier ermittelten Ergebnissen. Jedoch
sind die Mengen im Vergleich deutlich hoher. Eine Erklarung hierfiir ist, dass Weizen und
nicht Mais als Futtermittel eingesetzt wurde und anzunehmen ist, dass die Arabino-
xylane aus Weizen besser fiir den enzymatischen Abbau zugéngig sind (Kouzounis et al,,
2021; Dale et al, 2023), allerdings wire dann eine groBere Differenz zwischen der Kon-
trollgruppe und der Gruppe mit Xylanase zu erwarten. Ebenfalls anzumerken ist, dass
nicht tiberprift wurde, ob weitere potenziell in der Probe vorkommenden Oligosaccharide
mit den XOS koeluieren und somit eine Uberbestimmung denkbar wire. Auch Wu und
Mitarbeitende (2023) haben die in Ileumproben von Broilern (Mais-Weizen-Soja-basiertes
Futter, Tag 21) vorkommende XOS analysiert (DP 2 - 6, HPAEC-PAD). Fiir die Kontroll-
gruppe wurden ungefiahr 0,17 mg/g und fir die Gruppe mit Xylanasezusatz ungefiahr
0,22 mg/g Darminhalt bestimmt, wobei die Unterschiede nicht signifikant waren
(o = 0,05). Auch hier ist anzumerken, dass nicht auf koeluierende Oligosaccharide gepriift
wurde. Da die XOS-Gehalte nicht auf die Trockenmasse bezogen sind, ist ein Vergleich zu
den in dieser Arbeit ermittelten Gehalten nicht direkt moglich. Da die XOS durch den
Trocknungsprozess aufkonzentriert werden, ist jedoch davon auszugehen, dass die in der
Veroffentlichung gemessenen Gehalte im Vergleich hoher sind als die in dieser Arbeit
ermittelten. Morgan und Mitarbeitende (2020; 2022) haben ebenfalls XOS in Ileumproben
bestimmt (HPLC als PMP-Derivate), allerdings sind die angegebenen Werte auf einen
zum Futter zugegebenen Marker (TiO2) bezogen, weshalb ein Vergleich der absoluten
XOS-Gehalte nicht moéglich ist.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Monosaccharidzusammen-

setzung der Oligosaccharidfraktionen der Ileumproben von Tag 41 gezeigt. Gekenn-
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zeichnet (*/°) sind die Proben, die bei der Analyse der freien Monosaccharide und RFO auf-
fallig waren (vgl. Kapitel 4.5.1), weil sie vergleichsweise hohe Gehalte an RFO enthielten
und damit eine dhnliche Zusammensetzung wie die Proben von Tag 21 aufwiesen. Wie
erwartet, fallen diese Proben auch bei der monomeren Zusammensetzung der Oligosac-
charide auf, da sie entsprechend héhere Gehalte an Galactose (13,9 + 2,1 mg/g Ileumprobe)
und Glucose (12,0 + 2,0 mg/g) im Vergleich zu den anderen Proben enthalten. Bei den
restlichen Proben liegt der Gehalt an Galactose im Mittel bei 2,8 + 1,3 mg/g Ileumprobe
und an Glucose bei 3,4 + 1,2 mg/g.

Bei den Proben von Tag 41 sind keine eindeutigen Zusammenhénge zwischen Futtervari-
ante und den bestimmten Mengen der aus Oligosacchariden stammenden Monosaccha-
riden zu erkennen. Werden nur die als auffillig gekennzeichneten Proben des Proben-
satzes von Basisfutter Mais 4 betrachtet (3d-, 8d-, 1f-, 3f- und 4f-41-I*), weisen die
Xylosegehalte den gleichen Trend auf, der bei den Tag-21-Proben beobachtet wurde: Die
Probe 3d und 8d aus der Kon-Gruppe weisen einen niedrigen Gehalt an Xylose auf
(0,10 + 0,00 mg/g) und die Proben 1f, 3f und 4f aus der X+X-Gruppe einen fast dreifach so
hohen Gehalt (0,29 + 0,05 mg/g).

Bei den nicht als aufféllig markierten Tag-41-Proben ist ein solcher Zusammenhang nicht
zu beobachten (Mittelwerte s. Tabelle A13, Kapitel 9.2). Die Ergebnisse der Mono-
saccharidzusammensetzung der Oligosaccharide deuten, wie bei der Analyse der freien
Monosaccharide und RFO bereits erlautert, darauf hin, dass in diesen Ileumproben eine
andere Zusammensetzung der Mikroorganismen vorliegt und diese in der Lage sind Enzy-
me zum Abbau von RFO und NSP zu produzieren. Bei den nicht markierten Ileumproben
von Tag 41 wurden hohere Gehalte an Arabinose (durchschnittlich 1,43 + 0,43 mg/g),
Xylose (0,41 = 0,20 mg/g) und Mannose (1,15 + 0,17 mg/g) festgestellt als bei den Proben
von Tag 21 sowie geringe Mengen an Fucose (0,10 = 0,04 mg/g, nicht im Diagramm
gezeigt). Dies lasst darauf schlieen, dass die Mengen an Oligosacchariden, aufgebaut aus
den zuvor genannten Monosacchariden, in den Proben héher sind als in denen von Tag 21.
Dies kann durch die Anwesenheit von mikrobiellen NSPasen erkldrt werden, die die
entsprechenden Polysaccharide aus dem Futter zu Oligosacchariden abgebaut haben.
Fucose kann zudem Teil bakterieller Oligosaccharide sein. Damit kann auch erklart
werden, warum die Ergebnisse dieser Proben eine hohere Streuung aufweisen. Wie in
Kapitel 1.3.3.1 beschrieben, kann die Zusammensetzung des Mikrobioms, insbesondere
1m Caecum, von Tier zu Tier sehr variieren, weshalb anzunehmen ist, dass in jeder Probe
unterschiedliche Enzyme in unterschiedlichen Mengen vorkommen. Zusétzlich werden
die Oligosaccharide von den Mikroorganismen verstoffwechselt, weshalb es sich um ein
dynamisches System handelt, in dem gleichzeitig Oligosaccharide freigesetzt und abge-
baut werden. Eine Erklarung dafir, warum bei diesen Ileumproben keine Unterschiede
zwischen den Futtervarianten zu beobachten sind, ist, dass die Mikroorganismen selbst

Xylanasen produzieren konnen und somit die Anwesenheit der exogenen Xylanase eine
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Abbildung 23: Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der lleum-
proben nach 41 Tagen Fiitterung nach Hydrolyse mit Trifluoressigsiure (mg/g lleumprobe, n =1).
Proben Basisfutter Mais 3 (A) und Mais 4 (B); jeweils drei Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase
(Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X); oben: Arabinose (Ara), Xylose (Xyl), Mannose
(Man), unten: Galactose (Gal), Glucose (Glc) (*/°: auffillige Proben, vgl. Abbildung 21)

102



4.5 Untersuchung der Ileumproben

untergeordnete Rolle spielt. Diese Zusammenhidnge werden anhand des bestimmten
Oligosaccharidprofils noch deutlicher und werden daher im néichsten Kapitel weiter
ausgefihrt.

4.5.2.2 Oligosaccharidprofile der Ileumproben

Die Oligosaccharidprofile der Oligosaccharidfraktionen der Ileumproben wurden nach
Abtrennung der freien Monosaccharide mittels nPGC-SPE mit der in Kapitel 3.4.3.3
beschriebenen HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode bestimmt. Die Ergebnisse der Ileum-
proben nach 21 Tagen der Mais-3-Proben sind in Abbildung 24 gezeigt. Die Ergebnisse der
Proben von Basisfutter Mais 4 weisen groBe Ahnlichkeit zu denen von Mais 3 auf und sind
in Abbildung A16 (Kapitel 9.1) einzusehen. Die Auswertung ist in Kapitel 4.4.4 ausfiihr-
lich erlautert. Die Einwaage (100 + 5 mg) und der Verdiinnungsfaktor (1:20) waren fiir
alle Tag-21-Ileumproben gleich und missen daher bei der Interpretation dieser Daten

nicht weiter berticksichtigt werden.
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Abbildung 24: Ermittelte Oligosaccharid (OS)-Profile der lleumproben nach 21 Tagen Fiitterung (Basis-
futter Mais 3) bestimmt mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. 0 - 4: zunehmende
Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der Probe mindestens 2-mal héher als Vergleichssignal
der Standardsubstanzmessung (5 uM)), nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a
koeluieren: hier als C3 angegeben (AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie)

103



4 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der Oligosaccharidprofile bestétigen die bisherigen Erkenntnisse und lie-
fern Details zur Identitdat der vorhandenen Oligosaccharide. Wie schon bei der Monosac-
charidanalyse der Oligosaccharidfraktionen der Ileumproben von Tag 21 beobachtet,
weisen die Proben der Xyla- und X+X-Gruppen héhere Gehalte an aus Xylose aufgebauten
Oligosacchariden auf als die der Kon-Gruppe. Die Ergebnisse in Abbildung 24 (Mais 3)
und auch in Abbildung A16 (Kapitel 9.1, Mais 4) zeigen, dass iiberwiegend Xz, X3 und X4
in diesen Proben vorkommen. Dies deckt sich mit den Beobachtungen, die bei der Charak-
terisierung der eingesetzten Xylanase gemacht wurden (vgl. Kapitel 4.3.2.3). Langere
XOS und erwartete AXOS (z. B. XA3XX) wurden nicht detektiert. Ebenfalls nicht detek-
tiert wurden Arabinoxylanseitenketten aus zwei Monosacchariden. Bei der Bestimmung
der freien Monosaccharide (vgl. Kapitel 4.5.1) konnten geringe Mengen freier Arabinose
festgestellt werden, die moéglicherweise aus den Seitenketten des Arabinoxylans stammen
und durch die sauren Bedingungen im Magen abgespalten wurden. Dadurch konnte die
Zugénglichkeit des Xylanriickgrats flir die Xylanase erhoht worden sein. Die Charakteri-
sierung der Maissorten ergab, dass im UZM FA in etwa funffach hoheren Mengen
vorkommt als FAX (vgl. Kapitel 4.1.2). Demzufolge wire es denkbar, dass die Mengen an
(F)AX in den Proben zu gering waren, um analytisch erfasst werden zu koénnen. Die
Proben wurden zusitzlich stichpunktartig mittels HPLC-DAD/MS auf FA analysiert,
jedoch waren die Ergebnisse aufgrund zu hoher Einflisse der Matrix nicht aussagekraftig.
Mit den vorliegenden Daten kann nicht abschlieBend geklart werden, ob Seitenketten des
Arabinoxylans im Magen abgespalten werden. Zur Aufklarung dieser Fragestellung sind
weitere Untersuchungen erforderlich.

Die in der Literatur beschriebenen XOS-Profile in Ileumproben aus dem Verdauungstrakt
von Broilern zeigen unterschiedliche Zusammensetzungen beziiglich der vorkommenden
XOS auf. Bei den von Dale und Mitarbeitenden (2020) bestimmten XOS dominierte X3 vor
Xs, X4 kamen in deutlich geringere Mengen vor. Die gréf3ten Anteile der bestimmten XOS
in der Veréffentlichung von Wu und Mitarbeitenden (2023) wiesen X4 und Xs auf, Xz und
X5 wurden in kleineren Mengen festgestellt und X3 wurde nur in sehr geringen Mengen
detektiert. Bei den beiden Studien von Morgan und Mitarbeitenden (2020; 2022) wurden
jeweils ein erhohter Gehalt an XOS festgestellt, wenn eine Xylanase zum Futter
zugegeben wurde, jedoch ergaben sich unterschiedliche Muster. In der Studie von 2020
(Futter aus verschiedenen Getreidesorten mit unterschiedlichen NSP-Anteilen) stieg der
Anteil des XOS mit steigendem DP und Xs stellte das dominierende XOS dar, wobei X3
und X4 in #hnlichen Mengen vorlagen. In der Studie von 2022 (Futter auf Sorghum-
Weizen-Soja-basis) zeigte sich ein genau umgekehrter Trend: Je kleiner der DP, desto
hoher der Anteil des XOS mit X2 als dominierendem XOS. In der Studie von 2020 wurde
wissrig extrahiert (8 h, 42 °C) und kein vorgeschalteter Inaktivierungsschritt erwihnt,
weshalb es zu einer nachtréglichen Freisetzung von XOS wiahrend der Extraktion gekom-
men sein konnte. Bei der Studie von 2022 wird das genaue Extraktions- und Aufarbei-
tungsverfahren nicht erlautert, jedoch auf (Morgan et al, 2020) verwiesen. Festzuhalten

ist, dass verschiedene Untersuchungen zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Dies
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wird mit den vielen in Kapitel 1.4.4 vorgestellten Einflussfaktoren auf die Freisetzung von
XOS im Verdauungstrakt zusammenhingen (Futter, Xylanaseaktivitit etc.), aber auch

teilweise auf die unterschiedlichen Analyseverfahren zuriickzufiihren sein.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Oligosaccharidprofile der Ileumproben von
Tag 21 (s. Abbildung 24) bestitigen, dass, wie bereits angenommen, die RFO sowie deren
Invertaseabbauprodukte die mengenméBig dominierenden Oligosaccharide in diesen
Proben sind. Die Analyse der RFO ergab Stachyosegehalte von 17,1 mg/g gefrierge-
trockneter Ileumprobe (vgl. Kapitel 4.5.1), die Hochrechnung der XOS-Gehalte ergab fiir
die Proben der X+X-Gruppe mit dem héchsten Gehalt 0,4 mg/g Ileumprobe (vgl. Kapitel
4.5.2.1). Ebenfalls nachgewiesen wurden bei der Bestimmung der Oligosaccharidprofile
die MalOS Malz und Mals zum Teil in gréBeren Mengen. Demzufolge stammt die bei der
Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen festgestellte Glucose
nicht ausschliefllich aus den RFO, sondern auch zum Teil aus MalOS. COS wurden in
allen Gruppen nur vereinzelt in sehr kleinen Mengen detektiert, was darauf schlielen
lasst, dass die Cellulasenebenaktivitit der zugegebenen Xylanase (vgl. Kapitel 4.3.2.2)
unter den Bedingungen im Verdauungstrakt nicht ausgeprégt ist und nicht dazu fiihrt,
dass groBere Mengen COS in den Gruppen mit Xylanase freigesetzt werden. Nicht
nachweisbar waren lineare ManOS sowie Arabinanoligosaccharide (DP 2 - 3). Ungeklirt
bleibt damit, aus welchen Oligosacchariden die bei der Monosaccharidzusammensetzung
festgestellten Anteile an Mannose und Arabinose stammen (vgl. Kapitel 4.5.2.1). Die
Gehalte der beiden Monosaccharide lagen deutlich iiber denen der Xylose und da die XOS
detektierbar waren, ist davon auszugehen, dass die Menge ausreichend fiir eine Detektion
ware. Dieser Argumentation folgend stammen sie aus Oligosacchariden, die nicht mit dem
Profiling erfasst werden. Weiterfithrende Anhaltspunkte hierzu liefern die in Kapitel
4.5.2.3 ausgefiihrten Ergebnisse der Analyse der Bindungstypen der Oligosaccharide in

den Ileumproben.

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Oligosaccharidprofile der
Ileumproben von Tag 41 gezeigt. Die Proben mit einer abweichenden, den Tag-21-Proben
dhnelnden Zusammensetzung hinsichtlich der Analyse der freien Monosaccharide und
RFO sind wieder markiert (*”°, vgl. Kapitel 4.5.1). Die Einwaage aller Proben war gleich
(100 + 5 mg); markierte Proben wurden 1:20 verdiinnt, wie die Proben von Tag 21, nicht
markierte wurden 1:10 verdiinnt, um niederkonzentrierte Oligosaccharide besser erfassen

zu kénnen. Dies ist bei der Betrachtung der Oligosaccharidprofile zu beriicksichtigen.

Die markierten Proben dhneln auch in ihren Oligosaccharidprofilen den Tag-21-Proben.
Die dominierenden Oligosaccharide sind RFO und ihre Invertaseabbauprodukte, und je
nach Futtervariante kommen XOS vor. AuBlerdem sind, neben héheren Mengen MalOS,
keine oder nur geringe Mengen weiterer Oligosaccharide detektierbar. Die restlichen
Ileumproben von Tag 41 weisen hingegen deutlich veridnderte Oligosaccharidprofile auf
im Vergleich zu den Proben von Tag 21. Es wurden bei diesen Proben mehr verschiedene

Oligosaccharide detektiert, insbesondere Galactanoligosaccharide. Die Gehalte an RFO
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Abbildung 25: Ermittelte Oligosaccharid (OS)-Profile der lleumproben nach 41 Tagen Fiitterung bestimmt
mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Oberer Teil: Basisfutter Mais 3 (a - ¢); unterer
Teil: Basisfutter Mais 4 (d - f), 0 - 4: zunehmende Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der
Probe mindestens 2-mal héher als Vergleichssignal der Standardsubstanzmessung (5 uM)), nicht aufge-
fiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a koeluieren: hier als C3 angegeben (*/° auffillige Proben,
vgl. Abbildung 21; AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie, X+X: Xylanase +
Xylo-0S)

und ihren Abbauprodukten sind deutlich niedriger, aulerdem sind keine Unterschiede
zwischen den Futtervarianten zu erkennen. Diese Beobachtungen passen zu den Erkennt-
nissen aus der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharide dieser Proben (vgl.
Kapitel 4.5.2.1) und unterstreichen die Theorie, dass in diesen Proben Mikroorganismen

vorkommen, die Enzyme zum Abbau von NSP produzieren.

Die Ergebnisse der Kon-Gruppe von Tag 21 zeigen, dass im Ileum ohne die Anwesenheit
einer exogenen Xylanase keine XOS in detektierbaren Mengen freigesetzt werden. In den
Kon-Gruppen beider Maissorten wurden bei den nicht markierten Ileumproben von Tag
41 XOS detektiert. Dies lasst, wie in Kapitel 4.5.2.1 vermutet, auf die Anwesenheit einer
Xylanase schlieen. Da dem Futtermittel dieser Gruppe keine Xylanase zugesetzt wurde,
liegt es nahe, dass sie mikrobiellen Ursprungs ist und in allen nicht markierten Tag-41-

Proben vorkommt, weshalb keine Zusammenhédnge mehr zwischen den Futtervarianten

106



4.5 Untersuchung der Ileumproben

und dem XOS-Vorkommen in den Ileumproben beobachtet werden kénnen. Ebenfalls auf
den Abbau durch mikrobielle Enzyme zuriickzufiihren sind die detektierten Galactan-
oligosaccharide, da keine galactanspaltenden korpereigenen Enzyme vom Huhn produ-
ziert werden konnen und ausgeschlossen wurde, dass die zugegebene Xylanase in der Lage
ist diese Oligosaccharide aus den eingesetzten Einzelfuttermitteln freizusetzen (vgl.
Kapitel 4.3.2.3). Da die Maisproben kaum Pektine enthielten (vgl. Kapitel 3.2), wird ange-
nommen, dass diese aus den NSP der Sojakomponenten freigesetzt wurden. Aullerdem
kommen in diesen Ileumproben grofBere Mengen Czund Cs vor im Vergleich zu den Proben
von Tag 21, in denen nur vereinzelt kleine Mengen kurzer COS (DP 2 - 3) festgestellt
wurden. Wieder ungeklirt bleibt der Ursprung der Arabinose und Mannose aus der
Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharide, da in den Ileumproben von Tag 41

nur vereinzelt Arabinanoligosaccharide und keine linearen ManOS nachweisbar waren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in einem GroBteil der Ileumproben von
Tag 41 sehr wahrscheinlich Mikroorganismen vorkommen, die durch die Bildung entspre-
chender Enzyme die Oligosaccharidprofile in diesen Proben malgeblich beeinflussen. Bei
diesen Proben konnte kein Zusammenhang mehr zwischen Xylanasezugabe zum Futter
und XOS-Gehalt festgestellt werden, wie es beil den Ileumproben von Tag 21 der Fall war.
Anzumerken ist, dass aufgrund der geringeren Anzahl untersuchter Tag-41-Proben und
der Tatsache, dass sich diese Proben in zwei Gruppen (ihnlich Tag 21 und typisch Tag 41)
aufteilen, zum Teil nur zwei fiir Tag 41 typische Replikate pro Futtervariante untersucht
wurden. Zur Absicherung der Ergebnisse sollte die Analyse mit einem umfangreicheren

Probensatz wiederholt werden.

4.5.2.3 Bindungstypen nach enzymatischem Abbau der Malto- und Raffinose-Familie-
Oligosaccharide

Um Informationen zu bisher noch nicht identifizierten Oligosacchariden zu erhalten, wur-
den bei ausgewéihlten Ileumproben (je zwei repriasentative Proben pro Futtervariante fiir
Tag 21 und Tag 41, Basisfutter Mais 3) die Bindungstypen der Oligosaccharide bestimmt.
Wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben, wurden hierfiir vor der Methylierungsanalyse die
Oligosaccharide, die eindeutig identifiziert waren und in grof3en Mengen vorkamen (RFO
und MalOS), enzymatisch abgebaut und anschlieBend alle freien und freigesetzten
Monosaccharide mittels nPGC-SPE entfernt. Zur Vollstandigkeit und um zu tiberpriifen,
ob der enzymatische Verdau der RFO und MalOS vollstandig war, wurden ebenfalls die
Monosaccharidzusammensetzung und die Oligosaccharidprofile der fiir die Methylie-
rungsanalyse eingesetzten Proben bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle A14 (Kapitel
9.2) und Abbildung A17 (Kapitel 9.1) aufgefiihrt. Die Ergebnisse der Methylierungs-
analyse der Ileumproben sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Da beispielsweise bei Probe
4b-21-1 nach dem Verdau noch leicht erhéhte Restmengen an RFO festgestellt wurden
und deshalb in dieser Probe hohere Anteile der entsprechenden PMAAs enthalten sind,
wurden fiir die Berechnung der prozentualen Verhéltnisse die PMAAs, die auf RFO
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und MalOS zuriickzufithren sind (terminale und 1,6-verkniipfte Galactopyranose sowie
1,6-verkniipfte Glucopyranose; terminale und 1,4-verkniipfte Glucopyranose), nicht
einbezogen. Dadurch konnen die prozentualen Verhiltnisse der verbleibenden PMAAs
einfacher miteinander verglichen werden. Die Auflistung aller in diesen Proben
bestimmten PMAAs ist in Tabelle A15 (Kapitel 9.2) zu finden.

Tabelle 6: Ergebnisse der Methylierungsanalyse der Oligosaccharidfraktionen ausgewahlter lleumproben
nach enzymatischem Verdau mit a-Galactosidase, Invertase und Amyloglucosidase und Abtrennung
der freigesetzten Monosaccharide (mol%, n = 1, zwei Proben pro Futtervariante). Bei der prozentualen
Verteilung nicht mit einbezogen: t-Glcp, 1,4-Glcp, 1,6-Glcp, t-Galp, 1,6-Galp (PMAA: partiell methylierte
Alditolacetate; Xyla: Xylanase, X+X: Xylanase und Xylooligosaccharide; Glc: Glucose, Gal: Galactose,
Man: Mannose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Rib: Ribose, t: terminal, p: -pyranose, f: -furanose)

lleumproben Tag 21 (x-21-1) Tag 41 (x-41-1)
Futtervariante Kontrolle Xyla X+X Kontrolle Xyla X+X
PMAAinmol% | 5a 6a 4b 6b 4c 5c 5a 6a b 6b 4c 5c
1,2-Glcp 4,8 4,2 5,1 5,1 4,0 4,5 4,2 4,1 4,2 2,9 3,3 3,6

1,26Glep | 27 22 | 25 20 | 19 19 | 1,7 o7 | 1,4 14 | 1,4 09
1,36Glcp| 08 04 | 07 04 | 07 05 | 03 02 | 02 04 | 02 02
1,3-Galp+1,2,5-Araf | 61 42 | 72 38 | 43 47 | 28 32 | 29 27 | 29 24
14-Galp | 37 33 | 23 42 | 33 30 | 26 22 | 70 61 | 71 22
136Galp| 96 92 | 80 75 | 77 82 | 98 83 | 74 46 | 52 41
t-Manp | 14,7 150 | 11,8 13,2 | 128 103 | 147 144 | 11,4 80 | 122 7,7
1,2-Manp | 12,9 126 | 103 104 | 11,1 98 | 77 73 | 59 53 | 63 46
1,3-Manp | 1,1 1,1 | 12 1,3 | 1,0 13 | 25 29 | 1,6 16 | 20 22
1,4-Manp | 1,1 11 | 10 1,0 | 1,2 09 | 11 08 | 09 13 | 09 15
1,6Manp | 27 32 | 25 29 | 38 30 | 87 67 | 61 102 | 72 84
1,36-Manp | 34 1,8 | 33 14 | 20 24 | 23 20 | 11 14 | 1,6 19

tXyp | 26 28 | 39 45 | 57 54 | 32 35 | 48 48 | 37 63

14Xyl | 24 25 | 75 75 | 105 98 | 25 35 | 51 100 | 36 123
1,24-+134%ylp | 15 11 | 28 10 | 1,4 15 | 1,2 12 | 13 14 | 09 18
1,234%Xylp| 06 05 | 03 05 | 1,0 05 | 55 08 | 09 59 | 06 14
tAraf | 103 122 | 99 100 | 87 101 | 104 154 | 144 122 | 156 146
1,2-Araf | 1,4 12 | 1,3 13 | 16 15 | 1,4 13 | 1,3 1,1 | 13 1,2
1,3-Araf | - - - - - - 23 26 | 22 23 | 24 26
1,5-Araf/1,4-Arap | 12,9 149 | 13,8 160 | 125 152 | 100 12,5 | 150 12,0 | 157 154
1,35Araf| 1,6 22 | 1,7 23 | 1,6 23 | 20 31 | 25 20 | 27 25
1,235Araf | 1,8 22 | 1,8 25 | 1,8 20 | 28 29 | 1,9 22 | 26 1,7

tRibf | 1,4 22 | 11 12 | 13 12 | 05 04 | 03 03 | 05 05

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse bestatigen die bisher beschriebenen Beobach-
tungen, wie beispielsweise die bei den Tag-21-Proben festgestellten Zusammenhéange zwi-
schen XOS-Gehalt und Xylanase im Futter (1,4-verkniipfte Xylopyranose). Zu sehen ist,
dass auch in den Proben der Kon-Gruppe (5a- und 6a-21-I) kleine Anteile 1,4-verkniipfter
Xylopyranose nachgewiesen wurden. Demzufolge sind auch in diesen Proben XOS
enthalten, obwohl diese mit der HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode nicht detektiert
werden konnten. Es ist denkbar, dass die Mengen in diesen Proben unterhalb des LOD
der Profilingmethode liegen oder es sich um Oligosaccharide handelt, die nicht in der
Profilingmethode erfasst werden (z. B. hshere DP oder nicht beriicksichtigte AXOS).

Interessant zu beobachten ist, dass auch 1,2,4- und 1,3,4-verkniipfte Xylopyranosen in
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4.5 Untersuchung der Ileumproben

allen Proben in kleinen jedoch dhnlichen Anteilen auftreten. Dies lasst auf kleine Mengen
verzweigter AXOS in den Proben schlieen. Die dazu gehorige terminale Arabinofuranose
wurde ebenfalls gefunden, wobei die Anteile dieser deutlich hoher sind als die der
monosubstituierten Xyloseeinheiten und sie demzufolge noch aus weiteren Oligosac-

chariden stammt.

Bei der Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen
konnten sowohl bei den Ileumproben von Tag 21 als auch bei denen von Tag 41 Arabinose
und Mannose in grofleren Mengen bestimmt werden, jedoch konnten keine entsprechen-
den Oligosaccharide mit der HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode in den Proben detektiert
werden (vgl. Kapitel 4.5.2.1 und 4.5.2.2). Die Profilingmethode erméglicht die Identifi-
kation von linearen p-(1—4)-glykosidisch verkniipften ManOS (DP 2 - 6) sowie vier ver-
schiedener Arabinanoligosaccharide (DP 2 - 3, s. Abbildung A3, Kapitel 9.1).

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse zeigen, dass die Mannose in den Oligosaccha-
riden der Proben von Tag 21 iiberwiegend terminal (durchschnittlich 13,0 + 1,8 mol%) und
1,2-verkniipft (11,2 + 1,3 mol%) vorliegt. Bei den Tag-41-Proben dominiert ebenfalls die
terminale Form (11,4 + 3,0 mol%), gefolgt von der 1,6-verkniipften (7,9 + 1,5 mol%) und
1,2-verkniipften Form (6,2 + 1,2 mol%). Sowohl bei Proben von Tag 21 als auch von Tag 41
wurden in kleineren Anteilen auch 1,3-, 1,4- und 1,3,6-verkniipfte Mannopyranose
bestimmt. Der hohe Anteil an terminalen Einheiten bestirkt, dass es sich um Oligosac-
charide handelt. Der mittels Methylierungsanalyse bestimmte Anteil an 1,4-verknupfter
Mannopyranose ist geringer als der der 1,4-verkniipften Xylopyranose in den Proben der
Tag-21-Kon-Gruppe. Demnach ist anzunehmen, dass der Gehalt der 1,4-verkntpften
ManOS unter dem LOD der HPAEC-PAD/MS-Oligosaccharidprofilingmethode liegt,
weshalb diese Oligosaccharide bei der Bestimmung des Oligosaccharidprofils nicht
nachweisbar waren. Die 1,2-verkniipfte Form wurde auch bei der Charakterisierung der
Einzelfuttermittel zum Teil in héheren Anteilen detektiert (vgl. Kapitel 4.1.2 und 4.2.2).
Wie dort bereits beschrieben, kommt Mannose in der Pflanze fiir gewéhnlich in Mannanen
in der 1,4-verkniipften Form vor. Andere Bindungstypen sind beispielsweise fiir verschie-
dene Hefearten beschrieben (Moreira & Filho, 2008; Yamabhai et al, 2016). Somit ist
festzuhalten, dass die aus Mannose aufgebauten Oligosaccharide in den Ileumproben
nicht abschlieflend i1dentifiziert werden konnten, wobei vermutet wird, dass die Mannose

weitgehend aus nicht fir pflanzliches Material typischen Mannanen stammt.

Die Arabinose in den Ileumproben liegt der Methylierungsanalyse zufolge hauptséchlich
terminal in Furanoseform (Tag 21: 10,2 + 1,2 mol%; Tag 41: 13,8 + 2,0 mol%) und als 1,5-
verkniipfte Arabinofuranose bzw. 1,4-verkniipfte Arabinopyranose vor (PMAAs identisch;
Tag 21: 14,2 + 1,4 mol%; Tag 41: 13,4 + 2,3 mol%). AuBBerdem wurden kleinere Anteile 1,2-,
1,3- (nur Tag 41), 1,2,5-, 1,3,5 und 1,2,3,5-verkniipfte Arabinofuranose detektiert. Das
Riickgrat der Arabinane in Pektinen ist aus a-(1—5)-glykosidisch verkniipften Arabino-
furanoseeinheiten aufgebaut und triagt uber die O-2- und/oder O-3-Position Arabino-

furanoseeinheiten oder kurze Seitenketten aus Arabinose als Substituenten (vgl. Kapitel
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1.2.3.4). Damit stimmen die in den Proben nachgewiesenen Bindungstypen mit den aus
Arabinanen erwarteten Bindungstypen tiberein. Denkbar wére, dass es sich um Arabinan-
oligosaccharide mit héherem DP (> 3) handelt, die mit dem HPAEC-PAD/MS-Profiling
nicht erfasst werden. Im Verdauungstrakt von Gefliigel werden keine korpereigenen
Enzyme zum Abbau von Arabinanen produziert. Daher wire eine Freisetzung im Magen
durch saure Hydrolyse denkbar, da es sich um a-glykosidische Bindungen zwischen Mono-
sacchariden in Furanoseform handelt und dieser Bindungstyp vergleichsweise sdurelabil
ist. Dies wiirde das Vorkommen dieser Oligosaccharide insbesondere in den Ileumproben
von Tag 21 erklaren, da in diesen Proben weder korpereigene noch mikrobielle Enzyme

zum Abbau von Arabinanstrukturen vermutet werden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass verschiedene Analysemethoden erforderlich sind,
um ein umfassendes Bild der in den Proben vorkommenden Oligosaccharide zu erhalten.
In der Literatur konnten zum aktuellen Zeitpunkt keine vergleichbar umfangreichen
Charakterisierungen der Oligosaccharide in Proben aus dem Verdauungstrakt von

Gefliigel gefunden werden.

4.6 Untersuchung der Caecumproben

Wie bei den Ileumproben wurden die freien Monosaccharide und Oligosaccharide aus den
Caecumproben extrahiert und aufgereinigt. In diesem Fall erfolgte die Aufreinigung mit
einem zweistufigen SPE-Verfahren, wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben. Die Auswahl der
Proben ist in Kapitel 3.4.5 erlautert. Die Caecumproben von Tag 21 lagen vollstéandig vor,
jedoch mussten zwei dieser Proben aufgrund eines undichten Gefdlles bei der Aufar-
beitung verworfen werden (1a-21-C und 1b-21-C). Eine Ubersicht der durchgefiihrten
Analysen ist in Tabelle 1 (Kapitel 3.4.5) aufgefiihrt. Die Analysen erfolgten, wie bei den
Ileumproben, in Einfachbestimmung unter Mitfiihrung entsprechender interner Stan-
dards und Absicherung auffilliger Messungen durch eine Wiederholung der entspre-

chenden Analyse (vgl, Kapitel 4.5).

4.6.1 Freie Monosaccharide

In den HPAEC-Chromatogrammen der Messungen der freien Monosaccharide aus den
Caecumproben wurden neben den Signalen der Monosaccharide, aus denen pflanzliche
Polysaccharide tiblicherweise aufgebaut sind, weitere Signale zunéichst nicht identifizier-
ter Substanzen detektiert. Drei dieser Signale konnten durch den Vergleich mit weiteren
Standardsubstanzen Galactosamin, Glucosamin und Ribose zugeordnet werden. Daher ist
es moglich, dass einige der nicht identifizierten Substanzen weitere Monosaccharide oder
Derivate sind, die als Teil des bakteriellen Stoffwechsels vorkommen. In Abbildung 26
sind die Ergebnisse der bestimmten freien Monosaccharide der Caecumproben von Basis-
futter Mais 3 und 4 von Tag 21 und 41 in mg/g gefriergetrockneter Caecumprobe als Box-

Plot-Diagramme dargestellt (Mittelwerte nicht gezeigt). Beim Vergleich der Gehalte der
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Abbildung 26: Gehalte der freien Monosaccharide in den Caecumproben (mg/g Caecumprobe, n = Anzahl
analysierter biologischer Replikate). Proben nach 21 Tagen Fitterung mit Basisfutter Mais 3 (A) und
Mais 4 (B); Proben nach 41 Tagen Fitterung mit Basisfutter Mais 3 (C) und Mais 4 (D); jeweils drei
Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X)
(Fuc: Fucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, Fru: Fructose, Gal: Galactose, Glc: Glucose)
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einzelnen Monosaccharide ist zu beachten, dass die y-Achsen zum Teil unterschiedlich

skaliert sind. Die zugehorigen Messwerte sind in Tabelle A16 (Kapitel 9.2) aufgefiihrt.

Es fallt auf, dass in nahezu allen untersuchten Caecumproben Galactose und Glucose die
dominierenden freien Monosaccharide sind, wie es auch schon bei den Ileumproben der
Fall war. Im Gegensatz zu den Ileumproben wurden bei den Caecumproben in allen
Gruppen, unabhéngig von Alter und Futtervariante, die gleichen freien Monosaccharide
festgestellt, wenn auch in unterschiedlichen Mengen. Dies lasst sich dadurch begriinden,
dass die Caeca Hauptort der mikrobiellen Fermentation sind und deshalb vermehrt
Mikroorganismen vorkommen, die entsprechende Enzyme bilden. Die Zusammensetzung
des Mikrobioms verdndert sich mit dem Alter der Tiere (vgl. Kapitel 1.3.3). Dies kénnte
die mengenméfligen Unterschiede der freien Monosaccharide zwischen den Proben von
Tag 21 und Tag 41 erkliren. Ebenfalls auffallig ist, dass die Streuung der Messwerte zum
Teil sehr hoch ist. Dies kann einerseits daran liegen, dass die freien Monosaccharide von
den Mikroorganismen freigesetzt, aber auch zeitgleich verstoffwechselt werden, weshalb
es sich bei den bestimmten Mengen um eine Momentaufnahme handelt. Andererseits ist
beschrieben, dass die Zusammensetzung des Mikrobioms sehr tierindividuell sein kann
(Stanley et al, 2013; Elling-Staats et al, 2022), wodurch ebenfalls Unterschiede auftreten
konnen. Zusatzlich zur hohen Streuung der einzelnen Monosaccharidgehalte sind
vermehrt Ausreiler im Box-Plot-Diagramm zu erkennen. In den meisten Fallen betrifft
dies die Werte einer Probe in der Gruppe, bei der die Gehalte mehrerer Monosaccharide
nach oben abweichen. So sind beispielsweise alle im Box-Plot-Diagramm sichtbaren Aus-
reiBer in der Gruppe Tag 41 Mais 4 (D) Variante X+X Werte der Probe 5f-41-C. Auch die
sehr hohen Werte in Gruppe Tag 41 Mais 3 (C) Variante Kon gehéren alle zu einer Probe
(6a-41-C). Bei den Proben von Tag 21 fallen die Proben 6d- und 3e-21-C durch Ausreif3er
auf. Warum einzelne Proben zum Teil bis zu zehnfach hohere Gehalte aufweisen, ist nicht
abschliefend geklart. Die Analyseergebnisse wurden durch entsprechende Wiederho-
lungen der Messungen abgesichert. Anzumerken ist, dass es sich bei den Proben um
biologische Replikate handelt, die aus mehreren Tieren gepoolt wurden (Tag 21 vier Tiere,

Tag 41 zwei Tiere; vgl. Kapitel 3.1).

Es konnten keine Zusammenhénge zwischen den Gehalten an freien Monosacchariden
und der Futtervariante festgestellt werden. Fiir die Caecumproben von Tag 41 wurde
ebenfalls tiberpriift, ob es einen Zusammenhang zu den Tag-41-Ileumproben mit den
auffallend hohen Mengen an RFO gibt (vgl. Kapitel 4.5.1), wobei keine Zusammenhinge
festgestellt werden konnten. Beim Vergleich der beiden Basisfuttersorten fallt ein Trend
dahingehend auf, dass die Mengen der nachgewiesenen freien Monosaccharide bei den
Proben von Mais 3, insbesondere bei den Proben von Tag 21, im Median héher sind als die
der Mais-4-Proben.

Bei den in der Literatur angegebenen Werten zu freien Monosacchariden in Caecumpro-
ben aus Broilern wird, wie bei den Analysen hier, die Glucose mit den hichsten Gehalten

aufgefiihrt. Bei 28 Tage alten Tieren wurden aullerdem Galactose sowie kleinere Mengen
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Arabinose, Fructose und Xylose gefunden; Fucose trat in sehr geringen Mengen auf und
Rhamnose war nicht detektierbar (Kouzounis et al, 2022a). In einer anderen Studie
(Broiler, 21 Tage) wurde ebenfalls Glucose in héheren Mengen bestimmt, gefolgt von
Arabinose, Xylose und Mannose. Zuséatzlich wurden kleine Mengen an Galactose und
Ribose detektiert. In jener Studie wurde, wie in der vorliegenden Untersuchung,
beobachtet, dass die Menge an freien Monosacchariden in Proben aus dem Caecum
geringer sind als in Ileumproben. Aullerdem wurden ebenfalls keine Unterschiede in den
freien Monosacchariden in den Caecumproben zwischen der Kontrollgruppe und der
Gruppe mit Xylanasezusatz festgestellt (Zhang et al, 2014).

4.6.2 Analyse der Oligosaccharide

4.6.2.1 Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktion

Die Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der Caecumproben
wurde nach Aufreinigung mittels C-18-SPE und Abtrennung der freien Monosaccharide
mittels nPGC-SPE nach Hydrolyse mit TFA bestimmt. In Abbildung 27 sind die
Ergebnisse der Monosaccharide, die typischerweise aus Oligosacchariden mit pflanz-
lichem Ursprung erwartet werden, fiir die Proben von Tag 21 und 41 der Basisfutter
Mais 3 und Mais 4 in mg/g gefriergetrocknete Caecumprobe als Box-Plot-Diagramme
dargestellt (Mittelwerte nicht gezeigt). Zusitzlich wurden in diesen Proben quantifizier-
bare Mengen an Galactosamin (Durchschnitt aller Proben: 0,06 + 0,02 mg/g), Glucosamin
(0,31 + 0,15 mg/g) und Ribose (0,04 + 0,02 mg/g) detektiert. Diese Ergebnisse sind in
Abbildung A18 (Kapitel 9.1) veranschaulich. Die einzelnen Messwerte aller quantifi-
zierten Monosaccharide sind in Tabelle A17 (Kapitel 9.2) aufgefiihrt.

Zunéchst werden die Ergebnisse der Tag-21-Proben betrachtet (Abbildung 27, A und B).
Wie auch bei den freien Monosacchariden festgestellt, weisen die Messwerte teilweise eine
hohe Streuung auf und im Box-Plot-Diagramm werden mehrere Ausreiller sichtbar. Die
AusreiBer bei Galactose und Glucose sind jeweils Werte der gleichen Probe (Mais 3:
7a-21-C, 4¢-21-C; Mais 4: 6d-21-C, 3e-21-C) und auch in der Gruppe Mais 4 Variante X+X
konnen die drei hohen Werte drei Proben zugeordnet werden (3f-, 4f- und 5f-21-C). Da
RFO aus Glucose und Galactose aufgebaut sind, liegt die Vermutung nahe, dass diese
Proben vergleichsweise hohe Mengen RFO aufweisen, was durch die Bestimmung der
Oligosaccharidprofile bestitigt werden konnte (vgl. Kapitel 4.6.2.2). Die weitere
Zuordnung, welche Monosaccharide auf welche Oligosaccharide zuriickzufiihren sind,
wird im néchsten Kapitel nach Vorstellung der Ergebnisse der Oligosaccharidprofile
erlautert. In der Gruppe Mais 4-Kon fallen Messwerte auf, die extrem nach oben
ausreiflen, dabei handelt es sich um die Werte der Probe 6d-21-C. Diese Probe ist bereits
bei den freien Monosacchariden durch hohe Gehalte herausgestochen.

Die Verteilung der Monosaccharide, aus denen die Oligosaccharide in den Caecumproben

von Tag 21 aufgebaut sind, dhnelt der Verteilung der Ileumproben von Tag 41, wobei die
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Abbildung 27: Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der
Caecumproben nach Hydrolyse mit Trifluoressigsidure (mg/g Caecumprobe, n = Anzahl analysierter
biologischer Replikate). Proben nach 21 Tagen Fitterung mit Basisfutter Mais 3 (A) und Mais 4 (B);
Proben nach 41 Tagen Futterung mit Basisfutter Mais 3 (C) und Mais 4 (D); jeweils drei Futtervarianten:
Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X) (Fuc: Fucose, Rha:
Rhamnose (bei Tag-21-Proben nicht quantifizierbar), Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, Gal:
Galactose, Glc: Glucose)
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Mengen in den Caecumproben geringer sind (Durchschnitt typischer Ileumproben Tag 41:
Fucose: 0,10 mg/g, Rhamnose: nicht quantifizierbar, Arabinose: 1,43 mg/g, Xylose:
0,41 mg/g, Mannose: 1,15 mg/g, Galactose: 2,84 mg/g, Glucose: 3,38 mg/g, vgl. Kapitel
4.5.2.1). Bei den Caecumproben werden aufgrund der hohen Streuung und der Ausreif3er
die Mediane anstelle der Mittelwerte zum Vergleich herangezogen. In den Caecumproben
von Tag 21 dominieren, wie in den Ileumproben, Oligosaccharide aufgebaut aus Galactose
(Median Proben Mais 3: 0,38 mg/g; Mais 4: 0,33 mg/g) und Glucose (Mais 3: 0,30 mg/g;
Mais 4: 0,24 mg/g), gefolgt von Mannose (Mais 3: 0,14 mg/g; Mais 4: 0,14 mg/g) und
Arabinose (Mais 3: 0,11 mg/g; Mais 4: 0,09 mg/g) in dhnlichen Mengen. Oligosaccharide
aus Xylose (Mais 3: 0,05 mg/g; Mais 4: 0,03 mg/g) und Fucose (Mais 3: 0,02 mg/g; Mais 4:
0,02 mg/g) kommen in geringeren Mengen vor. Dabei fillt auf, dass jeweils die Monosac-
charidgehalte der Mais-3-Proben geringfligig héher sind als die der Mais-4-Proben. Diese
Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant (a = 0,05), mit Ausnahme der
Xylosegehalte, die bei Mais-3-Proben signifikant héher sind als bei den Proben von Mais 4.
Dies konnte darauf hindeuten, dass das Mikrobiom im Caecum in der Lage ist, groflere
Mengen XOS aus Mais 3 freizusetzen als aus Mais 4. Alternativ ware moglich, dass das
Mikrobiom der Tiere aus der Mais-4-Gruppe in der Lage ist, XOS besser zu verstoff-
wechseln, weshalb die Xylosegehalte niedriger sind. Wird der Gehalt an XOS mit den in
Kapitel 4.5.2.1 erlauterten Annahmen (Verlust durch TFA-Hydrolyse 20 %) und unter
Beriicksichtigung, dass in den Caecumproben X2 und nicht X3 das dominierende XOS ist
(vgl. Kapitel 4.6.2.2; Faktor 0,94), berechnet, ergibt sich ein XOS-Gehalt von ungefihr
0,06 mg/g Caecumprobe (Mais 3) bzw. 0,04 mg/g (Mais 4). Zwischen den Futtervarianten
und den Monosaccharidgehalten der Oligosaccharidfraktion nach TFA-Hydrolyse konnten
keine Zusammenhiinge festgestellt werden (zweifaktorielle Varianzanalyse, ANOVA
a = 0,05, post-hoc Tukey-Test). Dies ist insbesondere bei den Xylosegehalten eher uner-
wartet, da beil den Ileumproben von Tag 21 gezeigt werden konnte, dass es durch Zugabe
einer exogenen Xylanase zum Futter zu erhohten XOS-Gehalten im Ileum kommt (vgl.
Kapitel 4.5.2). Dies scheint jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Fihigkeit des
Mikrobioms im Caecum zur Freisetzung von XOS bei 21-Tage-alten Tieren zu haben. Es
sei denn, es wird angenommen, dass mit steigender Xylanaseaktivitit auch die Fahigkeit
zum Abbau und zur Verstoffwechselung von XOS zunimmt, dann wirde sich ein
Gleichgewicht zwischen XOS-Freisetzung und XOS-Abbau einstellen und es wéren keine
erhohten Gehalte an XOS festzustellen.

Bei den Caecumproben von Tag 41 (Abbildung 27, C und D) zeigt sich ein dhnliches Bild
wie bei den Caecumproben von Tag 21 mit dem Unterschied, dass Rhamnose in quantifi-
zierbaren Mengen vorlag. Demzufolge kamen in diesen Proben Oligosaccharide vor, die
Rhamnose enthielten. Bei Polysacchariden aus der pflanzlichen Zellwand kommt Rham-
nose hauptséchlich in Pektinen im Rhamnogalacturonan Typ I in bedeutsamen Mengen
vor. Daraus freigesetzte Oligosaccharide sind aus Rhamnose und Galacturonsiure
aufgebaut. Da Vorversuche ergaben, dass in den Oligosaccharidfraktionen der Caecum-

proben nach TFA-Hydrolyse keine quantifizierbaren Mengen an Uronsduren enthalten
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sind, wurde bei der Aufreinigung mittels nPGC-SPE darauf verzichtet, die Fraktion der
geladenen Mono- und Oligosaccharide durch Saurezusatz zu eluieren (vgl. Kapitel 3.4.2).
Demnach kann die in den Proben nachgewiesene Rhamnose nicht aus Oligosacchariden
aus dem Rhamnogalacturonan Typ I stammen. Denkbar wéren hingegen Oligosaccharide
mikrobiellen Ursprungs. Dazu passt der Nachweis von Galactosamin, Glucosamin, Ribose
(s. Abbildung A18, Kapitel 9.1) sowie Fucose, die in den ermittelten Mengen ebenfalls
untypisch fir pflanzliche Oligosaccharide sind. Die Monosaccharidanalyse der Oligo-
saccharidfraktionen der Caecumproben von Tag 41 ergab, wie bei den Proben von Tag 21,
keine Zusammenhinge zwischen Futtervariante und enthaltenen Oligosacchariden. Bei
diesen Proben waren, anders als bei den Proben von Tag 21, keine Trends oder
signifikante Unterschiede (a = 0,05) zwischen den beiden Basisfuttersorten Mais 3 und
Mais 4 festzustellen. Die Ergebnisse dieser Analyse deuten darauf hin, dass bei 41-Tage-
alten Broilern weder die verwendete Maissorte noch die Zugabe von Xylanase oder XOS

einen Einfluss auf die in den Caeca vorkommenden Oligosaccharide haben.

4.6.2.2 Oligosaccharidprofile der Caecumproben

Zur Analyse der Oligosaccharidfraktionen der Caecumproben wurde das Oligosaccharid-
profiling nach SPE-Aufreinigung mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Methode (vgl.
Kapitel 4.4.4) verwendet. Die Ergebnisse der Proben von Tag 21 Basisfutter Mais 3 sind
in Abbildung 28 gezeigt. Die Ergebnisse der Tag-21-Proben von Basisfutter Mais 4 sind in
Abbildung A19 (Kapitel 9.1) aufgefiihrt. Bei den Oligosaccharidprofilen der Caecum-
proben ist zu beachten, dass, wie in Kapitel 4.4.4 erlautert, bei der Auswertung Verdin-
nungsfaktoren und Einwaagen nicht einbezogen werden kénnen, weshalb bei der Betrach-
tung der Ergebnisse die Einwaagen (3. Spalte der Abbildungen) mit beriicksichtigt werden
miissen. Fir die Extraktion der Caecumproben wurde keine festgelegte Menge eingewo-
gen, wie bei den Ileumproben, sondern die gesamte Probenmenge verwendet (vgl. Kapitel
3.4.1). Die Aufarbeitung erfolgte fiir alle Caecumproben gleich und fiir die HPAEC-
PAD/MS-Messung wurden alle Caecumproben 1:2 verdiinnt. Als Anhaltspunkt fiir den
Vergleich der Oligosaccharidprofile der [leum- und Caecumproben sei folgendes erwédhnt:
Bei den Ileumproben wurden 100 £+ 5 mg Probe eingewogen, vergleichbar aufgearbeitet
und die Oligosaccharidfraktionen fir die HPAEC-Messung 1:10 bzw. 1:20 verdiinnt.
Demnach entspricht die gleiche Stufe im Oligosaccharidprofil der Caecumproben grob
einer ungefahr finf- bis zehnfach geringeren Menge des Oligosaccharids im Vergleich zu
den Ileumproben. Daraus folgt, wie im Kapitel zuvor bereits dargestellt, dass die Caecum-
proben deutlich geringere Mengen an Oligosacchariden enthalten als die Ileumproben.

Den Oligosaccharidprofilen der Caecumproben von Tag 21 ist zu entnehmen, dass die
RFO, ihre Invertaseabbauprodukte und die MalOS Mal: und Mals die dominierenden
Oligosaccharide sind. AuBlerdem wurden groBere Mengen des Galactanoligosaccharids
G-2a detektiert. Da in den Caecumproben Mikroorganismen erwartet werden, die

NSPasen bilden, erscheint dieses Ergebnis plausibel. Die Mengen dieser Oligosaccharide
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Abbildung 28: Ermittelte Oligosaccharid (OS)-Profile der Caecumproben nach 21 Tagen Fiitterung (Basis-
futter Mais 3) bestimmt mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. O - 4: zunehmende
Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der Probe mindestens 2-mal héher als Vergleichssignal
der Standardsubstanzmessung (5 uM)), nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a
koeluieren: hier als G-3a angegeben (AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie)

schwanken zwischen den Proben, wobel dies nur zum Teil auf die unterschiedlichen
Einwaagen zuriickzufiithren ist. XOS wurden in geringen Mengen in fast allen Proben
nachgewiesen. Anhand der Oligosaccharidprofile kann bestéatigt werden, dass es, wie bei
der Monosaccharidanalyse der Oligosaccharidfraktion schon festgestellt wurde (vgl.
Kapitel 4.6.2.1), nach 21 Tagen keine Zusammenhinge zwischen XOS-Gehalt oder dem
Gehalt eines anderen Oligosaccharids und der Futtervariante gibt. Die Oligosaccharid-
profile der Tag-21-Proben der Gruppe Mais 3 (Abbildung 28) und Mais 4 (Abbildung A19,
Kapitel 9.1) sind vergleichbar hinsichtlich der vorkommenden und der dominierenden
Oligosaccharide sowie der relativ hohen Streuung der Ergebnisse. Ein auffilliger
Unterschied ist, dass die in den Oligosaccharidprofilen ermittelten XOS-Mengen bei
Mais-4-Proben geringer sind als die bei den Proben von Mais 3. Diese Beobachtung stimmt
ebenfalls mit den bei der Monosaccharidanalyse der Oligosaccharidfraktionen ermittelten
signifikanten Unterschieden hinsichtlich des Xylosegehalts zwischen den beiden Basis-

futtermittelgruppen iiberein (vgl. Kapitel 4.6.2.1).

Bei der Monosaccharidanalyse der Oligosaccharidfraktion wurden neben Galactose,

Glucose und Xylose, die die monomeren Bausteine der bisher besprochenen Oligosaccha-
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4 Ergebnisse und Diskussion

ride darstellen, noch Arabinose und Mannose sowie Fucose bestimmt. In den Caecum-
proben konnten im Vergleich zu den Ileumproben kleine Mengen Arabinanoligosaccha-
ride, AXOS sowie Arabinoxylanseitenketten detektiert werden. Die Bildung dieser Oligo-
saccharide kann durch Enzyme mikrobiellen Ursprungs erklirt werden (vgl. Kapitel
1.3.3.2), jedoch sind die Mengen der detektierten Oligosaccharide zu gering, um den
gesamten Arabinosegehalt zu erkliren. Nicht detektiert wurden lineare ManOS, weshalb
davon auszugehen ist, dass die Mannose, wie in den Ileumproben, nicht oder nur in
geringen Anteilen B-(1—4)-verkniipft vorliegt (vgl. Kapitel 4.5.2.3). Diese Annahme wird
durch die im Rahmen der Masterarbeit von Anna Rausch (2022) durchgefiihrten
Methylierungsanalyse der Caecumproben aus dem Probensatz zur Methodenentwicklung
(Tag 35, vgl. Kapitel 3.4) unterstiitzt, bei der ebenfalls nur geringe Anteile 1,4-verkniipfter
Mannose und groBere Anteile terminaler, 1,2- und 1,6-verkniipfter Mannose gefunden
wurden. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse sind in Tabelle A18 (Kapitel 9.2)
gezeigt.

Bei der Bestimmung der Oligosaccharidprofile der Caecumproben mittels HPAEC-
PAD/MS traten neben den im Profiling integrierten Oligosacchariden noch weitere
Signale auf, deren m/z vermuten lassen, dass es sich um Oligosaccharide, aufgebaut aus
Pentosen und/oder Hexosen, handelt. Da im Caecum von Broilern eine Vielzahl verschie-
dener Mikroorganismen vorkommen, die in der Lage sind verschiedenste NSPasen zu
bilden, ist davon auszugehen, dass weitere Oligosaccharide entstehen, die nicht mit dem

entwickelten Oligosaccharidprofiling identifiziert werden kénnen.

In Abbildung 29 sind die ermittelten Oligosaccharidprofile der Caecumproben von Tag 41
fir Basisfutter Mais 3 und 4 aufgefiihrt, auch hier sind die Einwaagen, wie oben beschrie-
ben, zu beriicksichtigen. Es zeigt sich ein dhnliches Muster wie bei den Caecumproben von
Tag 21, wobei die Mengen der detektierten Oligosaccharide geringer sind. Es dominieren
wieder MalOS mit DP 2 - 3 gefolgt von RFO und deren Invertaseabbauprodukten. XOS,
AXOS und Arabinoxylanseitenketten sowie Galactanoligosaccharide konnten bei einigen
Proben in geringen Mengen nachgewiesen werden. Dabei hat die Probenmenge nur
bedingt einen Einfluss, wie beispielsweise die Proben 5a- und 6a-41-C mit dhnlicher
Einwaage, aber deutlich unterschiedlichen Oligosaccharidmengen zeigen. Die bestimmten
Mengen an Monosacchariden nach TFA-Hydrolyse in den Oligosaccharidfraktionen unter-
scheiden sich zwischen den Caecumproben von Tag 21 und Tag 41 kaum (vgl. Kapitel
4.6.2.1). Da jedoch bei den Tag-41-Proben weniger Oligosaccharide mit der HPAEC-
PAD/MS-Profilingmethode erfasst wurden als bei den Proben von Tag 21, besteht die
Vermutung, dass zwar eine vergleichbare Menge an Oligosacchariden in den Proben
vorhanden ist, es sich aber vermehrt um andere, nicht im Profiling berticksichtigte
Oligosaccharide handelt. Dies deutet auf eine Verdnderung des Mikrobioms im Caecum
zwischen Tag 21 und Tag 41 hin.

Wie bei den Tag-21-Proben sind in den Oligosaccharidprofilen der Proben von Tag 41
keine Unterschiede zwischen den Futtervarianten zu beobachten. Demzufolge konnte kein
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Abbildung 29: Ermittelte Oligosaccharid (OS)-Profile der Caecumproben nach 41 Tagen Fiitterung
bestimmt mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Oberer Teil: Basisfutter Mais 3
(a - c); unterer Teil: Basisfutter Mais 4 (d - f), 0 - 4: zunehmende Menge an OS (0: nicht detektierbar bis
4: Signal der Probe mindestens 2-mal héher als Vergleichssignal der Standardsubstanzmessung (5 pM)),
nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a koeluieren: hier als G-3a angegeben (AX-SK:
Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie, Xyla: Xylanase)

Einfluss der zum Futter zugegebenen Komponenten (Xylanase und XOS) auf den Gehalt
der im Caecum vorkommenden XOS festgestellt werden. Bei den Caecumproben von
Tag 21 konnte beobachtet werden, dass in Proben der Gruppe Mais 3 hohere Mengen an
XOS vorkommen als in der Gruppe von Mais 4. Dieser Zusammenhang wurde fiir die
Caecumproben von Tag 41 nicht festgestellt, wobei anzumerken ist, dass sich die Gehalte
der XOS in den Proben nahe der Nachweisgrenze der Profilingmethode befinden und
daher moglicherweise Trends nicht zu erkennen sind. AuBlerdem wurden bei den Proben
von Tag 41 weniger Replikate pro Futtervariante untersucht als bei den Tag-21-Proben.

In der Literatur wurden Oligosaccharide in Caecumproben seltener analysiert als in
Ileumproben. Kim und Mitarbeitende (2022) haben, wie fiir den Ileuminhalt (vgl. Kapitel
4.5.1), die Gesamtmenge an Oligosacchariden im Caecuminhalt ermittelt. Diese betragt
7,5 mg/g Trockenmasse fur Tag 12 und 5,2 mg/g fir Tag 35. Damit liegen die Mengen der
Oligosaccharide der Caecumproben in der Studie um einen Faktor 3 bzw. 5 unterhalb der

Oligosaccharidmengen in den Ileumproben (ca. 24,5 mg/g). Dies entspricht prinzipiell den
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Beobachtungen der vorliegenden Arbeit. In zwei Verdffentlichungen wurden die XOS in
Caecumproben aus Broilern detaillierter analysiert. Wu und Mitarbeitende (2023) fanden
nach Futterung mit Mais-Weizen-Soja-basiertem Futter nach 21 Tagen in der Kontroll-
gruppe einen XOS-Gehalt (DP 2 - 6) von etwa 0,8 mg/g Darminhalt und fiir die Gruppe
mit Xylanasezusatz etwa 1,5 mg/g. Die in der hier vorliegenden Arbeit berechneten XOS-
Gehalte fiir Tag-21-Caecumproben liegen bei etwa 0,05 mg/g Trockenmasse (fiir Kon-,
Xyla- und X+X-Gruppe), also deutlich niedriger. Die von Dale und Mitarbeitenden (2020)
ermittelten XOS-Gehalte (DP 2 - 4) in den Caecumproben von ca. 0,03 mg/g Trockenmasse
in der Kontrollgruppe und ca. 0,08 mg/g in der Gruppe mit Xylanasezusatz (Tag 26,
Weizen-Soja-basiertes Futter) entsprechen hingegen der GréBlenordnung der hier gefun-
denen Mengen. Die Anteile der bestimmten XOS unterscheiden sich, wie bei den Ileum-
proben, von der hier ermittelten Verteilung und zwischen den genannten Studien. In der
vorliegenden Untersuchung wurden in den Caecumproben gréflere Mengen von X2 nachge-
wiesen als von X3, wiahrend X4 nur vereinzelt und Xs und Xe nicht detektiert wurden. Bei
Wu und Mitarbeitenden (2023) dominierte X5 deutlich vor Xs. Xe war nur in kleinen
Mengen nachweisbar und X4 und Xs wurden nicht detektiert. Bei Dale und Mitarbeitenden

(2020) wurden gréBere Mengen Xs als X3 bestimmt, X4 war nicht detektierbar.

4.7 Zusammenfassende Diskussion

Durch die Entwicklung und Anwendung einer Methode zur Analyse von Oligosacchariden
in Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern sollten Erkenntnisse dariiber gewonnen
werden, welche Oligosaccharide im Verdauungstrakt von Broilern vorkommen und wie
die Zusammensetzung dieser Oligosaccharide von zum Futter zugegebenen Komponenten
wie endo-Xylanasen und XOS beeinflusst wird. AuBlerdem wurde untersucht, ob sich
Unterschiede ergeben, wenn fiir die Herstellung des Futtermittels verschiedene Mais-
sorten verwendet werden. Fir diese Zwecke wurden Proben aus einem entsprechenden

Futterungsversuch mit Broilern analysiert.

Unm festzustellen, ob sich die NSP in verschiedenen Maissorten unterscheiden, wurden die
Zellwandkomponenten der vier im Fltterungsversuch eingesetzten Maissorten umfas-
send charakterisiert. Die Untersuchungen ergaben, dass die Zellwédnde aller vier Mais-
proben sehr dhnlich zusammengesetzt sind und deren Strukturen groBitenteils mit in der
Literatur beschriebenen Strukturen tibereinstimmen. Ein Unterschied konnte zwischen
der Maisprobe 4 und den restlichen drei Maisproben festgestellt werden: In Maisprobe 4
wurden geringere Gehalte der Arabinoxylanseitenkette FA nachgewiesen. Dies kann
entweder bedeuten, dass die Arabinoxylane in dieser Maissorte weniger mit Ferulasdure
verkniipfte Seitenketten aufweisen, wodurch sie besser fiir Xylanasen zugéingig sein
konnten, oder dass mehr ferulasdurehaltige Seitenketten an Crosslinks beteiligt sind und
die Ferulasduren der Seitenketten verknupft als Di- oder Oligoferulasiduren vorliegen,
weshalb diese Seitenketten bei der Analyse nicht als FA erfasst werden. Im zweiten Fall

wire die Enzymzuginglichkeit der Arabinoxylane aufgrund der Vernetzung und der
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damit einhergehenden sterischen Hinderung tendenziell herabgesetzt. Daraus kann gefol-
gert werden, dass sich die Maissorte 4 in Bezug auf die Xylanaseverdaubarkeit moglicher-
welse von den anderen drei Maissorten unterscheidet. Jedoch ware auch zu erwarten, dass
sich Unterschiede bei der Bestimmung des Gehalts an Ferulasdure bzw. der Oligoferula-

sduren zeigen. Dies konnte nicht beobachtet werden.

Um Einblicke in die Zusammensetzung der Oligosaccharide und NSP in der Sojakompo-
nente zu erhalten, wurden die zwel im Futterungsversuch verwendeten Sojaprodukte
ebenfalls umfassend charakterisiert. Die Struktur und Zusammensetzung der NSP dieser
Proben war sehr dhnlich, jedoch wurden groBle Unterschiede im RFO-Gehalt festgestellt
(Sojaprobe 1: 2,9 mg/g Mehl, Sojaprobe 2: 36,4 mg/g). Daraus folgt, dass je nach ver-
wendetem Sojaprodukt unterschiedliche Mengen RFO im Futter enthalten sein kénnen.
Dies ist von Bedeutung, da es Studien gibt, in denen eine Verédnderung der Mikrobiom-
zusammensetzung sowie der produzierten SCFA durch Supplementation von RFO zu
Gefliigelfuttermittel festgestellt werden konnte (Liu et al, 2021; Chang et al, 2022;
Morgan, 2023).

Neben der Charakterisierung der Einzelfuttermittel ist es ebenso notwendig detaillierte
Informationen tiber die zum Futter zugesetzten Komponenten vorliegen zu haben. Dies
ermoglicht es, Zusammenhinge zwischen den Beobachtungen im Fiitterungsversuch und
beispielsweise der Struktur der zugegebenen XOS oder den Eigenschaften der einge-
setzten Xylanase herstellen zu kénnen. Aullerdem liefern diese Informationen wichtige
Anhaltspunkte fiir die Analytik, beispielsweise welche Oligosaccharide in den Praparaten
enthalten sind bzw. welche Oligosaccharide vom eingesetzten Enzym freigesetzt werden
konnen oder wie das Enzym erfolgreich inaktiviert werden kann. Deshalb wurden die im
Futterungsversuch eingesetzte Xylanase sowie das verwendete XOS-haltige Material im
Detail charakterisiert. Das XOS-haltige Material besteht zu 25 % aus XOS (DP 2 - 6),
wobei X2 dominiert (58 %), gefolgt von X3 (30 %) und weiter sinkenden Anteilen von Xu bis
Xe. Laut Hersteller sollte das Material 35 % XOS (DP 2 - 6) enthalten. Dadurch wird
deutlich, dass eine Uberpriifung der Angaben zwingend notwendig ist, um sicherzustellen,
dass die gewiinschte Menge tatsachlich zum Futter zugegeben wird. Neben XOS wurden
in dem untersuchten XOS-haltigen Material keine weiteren Oligosaccharide (COS,
MalOS, RFO) festgestellt.

Die Charakterisierung der Xylanase ergab neben der endo-B-1,4-Xylanaseaktivitat
(GH11) eine Cellulasenebenaktivitidt bei fiir den Verdauungstrakt relevanten Bedin-
gungen. Dadurch kénnte es im Verdauungstrakt neben der XOS-Bildung auch zur Frei-
setzung von COS kommen, was wiederum Einfluss auf das Mikrobiom haben koénnte
(Bedford, 2018). Des Weiteren wurden in-vitro-Versuche mit der Xylanase und den einzel-
nen Einzelfuttermitteln durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die Xylanase bei den
getesteten Proben (Maisprobe 3 und 4 sowie Sojaprobe 1 und 2) aus Sojaprobe 2 die gro-
Bten Mengen XOS freisetzt. Dies steht im Widerspruch zu der allgemeinen Auffassung,
dass ausschlieBlich die Getreidekomponente des Futters relevant fiir die XOS-Freisetzung
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ist. Erklart werden kann die Freisetzung der XOS durch in Soja vorkommende Xylane,
die aufgrund eines geringen Substitutionsgrads besser fir die Xylanase zugingig sind als
hochsubstituierte Arabinoxylane aus Mais. Die Ergebnisse deuten jedoch auch darauf hin,
dass aus unterschiedlich prozessierten Sojakomponenten unterschiedliche Mengen XOS
freigesetzt werden konnen. Zwischen den beiden getesteten Maissorten konnten keine
Unterschiede beziiglich einer vermehrten oder verringerten (A)XOS-Freisetzung fest-
gestellt werden, obwohl dies aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse erklarbar
gewesen wire. Fir die Futterungsversuche und die potentiellen Wirkmechanismen der
Xylanase bedeuten diese Erkenntnisse, dass nicht nur die verwendete Getreideart
bzw. -sorte und die darin enthaltenen NSP relevant sind, sondern auch die verwendete
Sojakomponente. Diese wurde bisher in Studien zur Charakterisierung von in Futter
eingesetzten Xylanasen nicht beriicksichtigt (Morgan et al., 2020; Dale et al., 2022; Dale
et al, 2023). Auch wire dies ein zu priifender Punkt bei der Fragestellung, warum bei
manchen Fitterungsversuchen durch den Einsatz einer Xylanase keine positiven Effekte
auf die Leistung bzw. Gesundheit der Tiere beobachtet wurden (Jahan et al, 2022;
Morgan, 2023). Woméglich konnten in diesen Fillen durch die Xylanase keine pribiotisch
wirkenden XOS freigesetzt werden, aber nicht nur aufgrund der verwendeten Getreide-
komponente, sondern auch weil die eingesetzte Sojakomponente weniger oder keine
Xylane enthielt. Diese Zusammenhénge sind insbesondere dann von Interesse, wenn die
Getreidekomponente hochsubstituierte und/oder stark vernetzte Arabinoxylane enthélt,
die fur die Xylanase schwer zugingig sind. Die Xylanase kann dann weder aus der
Getreide- noch aus der Sojakomponente XOS in grofBeren Mengen freisetzen, wodurch
deren positive Effekte ausbleiben. Eine Méglichkeit zur Uberpriifung, ob die Xylanase
(bevorzugt) Xylane oder Arabinoxylane abbaut, ist der Nachweis von AXOS. Diese
stammen aus Arabinoxylanen der Getreidekomponente, da Xylane aus dikotylen Pflanzen
in der Regel keine nennenswerte Substitution mit Arabinoseeinheiten aufweisen. Hierzu
eignen sich die hier durchgefiihrten in-vitro-Versuche, bei denen die im Futterungs-
versuch eingesetzte Xylanase mit dem verwendeten Futtermittel inkubiert wird. Idealer-
weise werden auch die verschiedenen Einzelfuttermittel getrennt voneinander unter-
sucht. Wird die Freisetzung von AXOS nachgewiesen, ist die Xylanase in der Lage die
Arabinoxylane abzubauen. Dieser Ansatz kann auch auf Proben aus in-vivo-Versuchen
(Fiitterungsversuche) {iibertragen werden. Voraussetzung dafiir ist eine geeignete
Analysemethode, die es erméglicht XOS und AXOS in Proben aus dem Verdauungstrakt

von Gefliigel nachzuweisen.

Proben dieser Art bringen verschiedene Herausforderungen mit sich, da sie z. B. hoch-
komplexe Matrizes aufweisen, die vor der Analyse weitestgehend entfernt werden
miussen. Aullerdem kénnen in den Proben verschiedenste Oligosaccharide vorkommen, die
beispielsweise von tiereigenen, zugesetzten oder mikrobiellen Enzymen freigesetzt
werden konnen. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte HPAEC-PAD/MS-Profiling-
methode erméglicht den simultanen Nachweis von 44 Oligosacchariden, die in pflanz-

lichen Materialien vorkommen bzw. aus Polysacchariden der pflanzlichen Zellwénde
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freigesetzt werden konnen (vgl. Kapitel 4.4.4). Mit dieser Methode kann, nach Abtrennung
storender Matrixbestandteile durch geeignete Extraktion und Aufarbeitung, das Oligosac-
charidprofil von Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern bestimmt werden. Bei der
Entwicklung der Methode zeigte sich, dass Proben aus verschiedenen Abschnitten des
Verdauungstrakts (Ileum und Caecum) unterschiedlich komplexe Matrizes aufweisen und
dementsprechend unterschiedlich aufgearbeitet werden miissen, beispielsweise war bei
Ileumproben eine Aufreinigung mittels nPGC-SPE ausreichend, wohingegen bei Caecum-
proben eine Kombination aus C18- und nPGC-SPE erforderlich war. AuBBerdem stellte sich
heraus, dass Proben aus dem gleichen Abschnitt des Verdauungstrakts aus verschiedenen
Fitterungsversuchen eine unterschiedliche Zusammensetzung hinsichtlich vorkom-
mender niedermolekularer Kohlenhydrate und unterschiedliche Matrixeffekte aufweisen
kénnen. Dies macht eine Uberpriiffung der Eignung der gew#hlten Aufarbeitungs- und
Analysemethode erforderlich, wenn Proben aus einem neuen Fitterungsversuch mit einer

bestehenden Methode analysiert werden sollen.

Die Analyse der fir diese Arbeit zur Verfligung gestellten Proben aus dem Ileum und
Caecum von Broilern, die mit unterschiedlichen Futtervarianten gefiittert wurden, zeigte,
dass in den Proben Oligosaccharide verschiedener Oligosaccharidgruppen vorkommen. In
der Literatur sind vereinzelt Methoden zur Bestimmung der XOS in solchen Proben
beschrieben (Dale et al., 2020; Morgan et al., 2020; Wu et al.,, 2023). Jedoch wird in diesen
Veroéffentlichungen nicht darauf eingegangen, ob iiberpriift wurde, dass ausschlieB3lich
XOS und nicht auch andere Oligosaccharide falschlicherweise als XOS erfasst werden. Bei
der Methode nach Morgan und Mitarbeitenden (2020) wird nach Derivatisierung mit
einem selektiven Detektor (MS) gearbeitet, der die Unterscheidung zwischen aus Pento-
sen und aus Hexosen aufgebauten Oligosaccharide ermdéglicht. Bei den beiden anderen
genannten Methoden wird mittels HPAEC-PAD analysiert (Dale et al, 2020; Wu et al,
2023). Mit dem PAD kénnen Kohlenhydrate vergleichsweise selektiv erfasst werden,
jedoch erfolgt die Zuordnung ausschliefllich tiber die Retentionszeit. Dementsprechend ist
es erforderlich zu Uberprifen, dass keine vom PAD detektierbaren Matrixkomponenten
oder andere Kohlenhydrate mit den Analyten koeluieren. Eine weitere Forschungsgruppe
beschaftigt sich ebenfalls mit der Analyse von Oligosacchariden in Proben aus dem
Verdauungstrakt von Broilern (Kouzounis et al, 2021; 2022a). Bei diesen Studien wurden
mehrere verschiedene, zum Teil aufwendige Analysetechniken herangezogen, um
Informationen iiber die NSP und (A)XOS in den Proben zu sammeln. Dabei lag der Fokus
jedoch eher auf der Analyse der enthaltenen Arabinoxylane und der hoheren (A)XOS
(ab DP 4).

In der vorliegenden Arbeit konnten anhand der Bestimmung der Oligosaccharidprofile
mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Methode sowie weiterer Analysen die in Proben
aus dem Ileum und Caecum von Broilern vorkommenden Oligosaccharide identifiziert und
zum Teil quantifiziert werden. Ebenfalls quantifiziert wurden die in diesen Proben frei
vorliegenden Monosaccharide. Es wurde beobachtet, dass sowohl in den Ileum- als auch

in den Caecumproben von Tag 21 die RFO und ihre Invertaseabbauprodukte sowie die
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MalOS die mengenméflig dominierenden Oligosaccharidgruppen darstellen. Da vom
Huhn keine korpereigenen Enzyme zum Abbau von NSP gebildet werden, scheint dies fiir
die Ileumproben naheliegend. Die RFO stammen aus den Sojakomponenten im Futter und
konnen ebenfalls von kérpereigenen Enzymen nicht vollstdndig abgebaut werden. In den
Caecumproben von Tag 21 konnten vereinzelt Arabinan- und Galactanoligosaccharide
detektiert werden. Diese lassen, wie erwartet, auf mikrobielle Enzyme zum Abbau von
NSP, in diesem Fall Pektinstrukturen, schlieen. Bei den Ileumproben von Tag 21 konnte
ein Zusammenhang zwischen Proben von den Tieren, welche Xylanase im Futter hatten,
und dem Vorkommen von XOS im Ileum festgestellt werden: Bei den Ileumproben von
den Tieren aus den Gruppen mit Xylanase wurden erhéhte Mengen an Xz, X3 und X4 im
Vergleich zur Kon-Gruppe ohne Xylanase detektiert. Demzufolge ist die zum Futter zuge-
setzte Xylanase in der Lage, den XOS-Gehalt im Verdauungstrakt von Broilern, die mit
Mais-Soja-basiertem Futter geflittert wurden, zu erhohen. AXOS wurden in den unter-
suchten Tag-21-Ileumproben nicht detektiert. Demnach kann nicht abschlieBend gesagt
werden, ob die XOS aus den Arabinoxylanen im Mais oder den Xylanen im Soja oder
beiden freigesetzt wurden. In Kombination mit den Ergebnissen der in-vitro-Versuche mit
der verwendeten Xylanase ldsst sich jedoch vermuten, dass ein GrofBteil der XOS aus
Sojaxylanen freigesetzt wurde. Es konnten keine Zusammenhénge zwischen Futter mit
Xylanase und einer erhohten Freisetzung von COS festgestellt werden, die auf die
Cellulasenebenaktivitat der verwendeten Xylanase zuriickzufiihren wére. Die Zugabe von
XOS zusatzlich zur Xylanase zum Futter erhéhte den XOS-Gehalt in den Ileumproben
geringfiigig weiter, wobei der Zusammenhang nur bei den Proben der Tiere, die Futter auf
Basis von Maissorte 3 erhielten, statistisch signifikant (a = 0,05) war, bei den Proben der

Tiere, die Futter auf Basis von Maissorte 4 bekamen, nicht.

Im Gegensatz zu den Ileumproben konnten bei den Caecumproben von Tag 21 keine
Zusammenhénge zwischen Futtervariante und XOS-Gehalten festgestellt werden. Sowohl
in den Proben der Kon-Gruppen als auch in denen der anderen Gruppen wurden XOS in
kleinen, aber dhnlichen Mengen festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass das Mikrobiom
in der Lage ist, eine dhnliche Menge an Xylanasen zu produzieren, unabhéingig davon, ob
der in die Caeca gelangende Darminhalt erhohte XOS-Gehalte aufwies oder nicht. Diese
Beobachtung passt nicht zur Stimbiotika-Theorie, die annimmt, dass ein erhéhter XOS-
Gehalt das Caecummikrobiom darauf ,trainiert”, vermehrt Xylanasen zu produzieren
(Bedford & Apajalahti, 2022; Morgan, 2023). Ebenfalls denkbar wire, dass es tatsichlich
zu einer erhohten XOS-Freisetzung kam, aber gleichzeitig auch XOS vermehrt abgebaut
und verstoffwechselt wurden, wodurch sich ein Gleichgewicht eingestellt hat und deshalb
keine erhohten XOS-Gehalte festgestellt werden konnten. Der Literaturvergleich ergab,
dass bei anderen Studien mit Proben aus Broilern im dhnlichen Alter hohere XOS-Gehalte
im Ileum und Caecum ermittelt wurden. Diese Studien haben gemeinsam, dass immer
mindestens ein Teil des Getreideanteils des Futtermittels aus Weizen bestand. Sowohl in
In-vitro- als auch in in-vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass entsprechende Xyla-

nasen aus Weizen deutlich mehr XOS freisetzen kénnen als aus Mais (Kouzounis et aZ,
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2021; Dale et al, 2022). Demnach ist denkbar, dass der in der vorliegenden Arbeit
beobachtete xylanasevermittelte Anstieg der XOS-Gehalte nicht ausreichend war, um

Veranderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms hervorzurufen.

Die Analyse der freien Mono- und Oligosaccharide in den Ileum- und Caecumproben von
41-Tage-alten Broilern, die die gleichen Futtervarianten gefiittert bekamen wie die Tiere
der Tag-21-Proben, fuhrten zu folgenden Erkenntnissen: Weder fiir die Ileum- noch fir
die Caecumproben konnte ein Zusammenhang zwischen Futtervariante und XOS-
Gehalten festgestellt werden. Bei den Ileumproben von Tag 41 wurde eine auffillige Ver-
anderung der frei vorliegenden Monosaccharide sowie eine Verschiebung in den Oligosac-
charidprofilen beobachtet. Bei den meisten dieser Ileumproben wurden im Vergleich zu
den Ileumproben von Tag 21 deutlich geringere Mengen RFO und deren Abbauprodukte
festgestellt, wobei es jedoch einzelne Tag-41-Ileumproben gab, die eine fir Tag-21-Ileum-
proben typische Verteilung aufwiesen. Da Broiler keine kérpereigenen Enzyme zum voll-
stdndigen Abbau von RFO produzieren, wird vermutet, dass in den Ileumproben von
Tag 41 mit geringen RFO-Gehalten Enzyme mikrobiellen Ursprungs vorkamen. Dies
wirde auf eine Verdnderung des Ileummikrobioms hindeuten und kann beispielsweise
durch den in der Literatur diskutierten Reflux erklart werden (Sacranie et al, 2012;
Svihus et al, 2013; Morgan, 2023). Auch die weiteren, in diesen Tag-41-Ileumproben
nachgewiesenen Oligosaccharide liefern Hinweise auf das Vorkommen von Enzymen
mikrobiellen Ursprungs, wie beispielsweise der Nachweis von XOS in Proben aus der Kon-
Gruppe ohne Xylanasezusatz. Es scheint, dass die Anwesenheit von Xylanasen, die vom
Mikrobiom generiert wurden, den Effekt der exogenen Xylanase ,liberschreibt bzw.
kompensiert, weshalb bei diesen Tag-41-Proben keine Unterschiede mehr zwischen den
Gruppen der verschiedenen Futtervarianten festgestellt werden konnten. Zu beachten ist,
dass Mikroorganismen neben Xylanasen auch beispielsweise Enzyme zur Abspaltung von
Seitenketten der Arabinoxylane (z. B. Arabinofuranosidasen oder Esterasen) bilden kén-
nen, wodurch die Verdaubarkeit von Maisarabinoxylanen verbessert werden kann (Ward,
2021). Dies reduziert die Bedeutung der Anwesenheit der exogenen Xylanase neben den
vom Mikrobiom gebildeten Enzymen. Fiir die Caecumproben von Tag 41 konnten, wie bei
den Caecumproben von Tag 21, keine Zusammenhénge zwischen XOS-Gehalten und Xyla-
nasezusatz im Futter hergestellt werden. Es wurden keine Literaturstellen gefunden, in
denen XOS-Gehalte oder XOS-Profile in Darmproben aus Broilern, die dlter als 28 Tage
waren, analysiert wurden. Ebenfalls wurden keine Studien gefunden, die den RFO-Gehalt
in Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern beschreiben.

Einige Beobachtungen, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden, erfordern weitere
Untersuchungen. Dazu gehort, dass die XOS im Verdauungstrakt moglicherweise nicht
ausschlieBlich aus den Arabinoxylanen der Getreidekomponenten, sondern auch bzw.
uberwiegend aus der Sojakomponente freigesetzt werden kénnen. Ebenfalls bisher weit-
gehend unbeachtet ist, dass je nach verwendeter Sojaquelle unterschiedliche Gehalte an
RFO im Futter enthalten sein kénnen und diese, ausgehend von den hier untersuchten

Proben, zumindest bei jungen Tieren in gréfleren Mengen bis in die Caeca gelangen und
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dort potenziell das Mikrobiom beeinflussen. Aullerdem liefern die hier erhobenen Daten
Hinweise darauf, dass sich das Mikrobiom im Ileum der Broiler zwischen Tag 21 und
Tag 41 verdndert, was eine Veridnderung der Oligosaccharidprofile im Ileum und damit
der in die Caeca gelangenden Oligosaccharide zur Folge hat. Zu welchem Zeitpunkt und
warum sich das Mikrobiom im Ileum verdndert hat, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden. Hierzu ware die Untersuchung von Proben zu mehr als zwei Zeitpunkten
erforderlich. Die Auswertung der Leistungsparameter des zugrundeliegenden Fitte-
rungsversuchs lag zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Arbeit nicht vor und konnte

daher nicht mit einbezogen werden.

126



5 Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Nicht-Stérke-Polysaccharide (NSP) sind Hauptbestandteile der pflanzlichen Zellwand
und kommen in allen pflanzlichen Materialien vor. In Gefliigelfuttermitteln werden ihnen
antinutritive Effekte zugeschrieben, weshalb dem Futter NSP-spaltende Enzyme wie
endo-Xylanasen zugesetzt werden. Letztere spalten potenziell die in Getreide enthaltenen
Arabinoxylane, abhéangig von deren Komplexitdt. Dadurch kann nachweislich, jedoch
abhingig von der Futtermittelzusammensetzung, die Futterumsetzung gesteigert und die
Gesundheit der Tiere gefordert werden. Dem zugrunde liegt ein komplexer Wirkmecha-
nismus, der nicht abschlieBend aufgeklart ist. Dabei stellen die von der Xylanase im
Verdauungstrakt freigesetzten (Arabino-)Xylooligosaccharide ((A)XOS) vermutlich eine
Schlisselkomponente dar, da sie sich durch ihre prabiotischen Eigenschaften positiv auf
das Darmmikrobiom der Tiere auswirken kénnen. An der in-vivo-Freisetzung der (A)XOS
sind eine Reihe verschiedener Faktoren, wie die Struktur der NSP im verwendeten Futter
und die Eigenschaften der eingesetzten Xylanase, beteiligt. Um sicherzustellen, dass dem
Mikrobiom (A)XOS zur Verfiigung stehen, gibt es zusitzlich den Ansatz, das Gefliigel-
futtermittel mit kleinen Mengen (A)XOS anzureichern. Es wurde jedoch beobachtet, dass
der Zusatz von Xylanasen und/oder (A)XOS zum Futter in Fiitterungsversuchen mit
Broilern nicht in allen Fallen zu einer Verbesserung der Resultate fithrt. Mogliche Griinde
dafiir sind derzeit unbekannt. Ein Ansatzpunkt, um diese Beobachtungen aufzuklédren, ist
die bisher selten durchgefiihrte Analyse der NSP im Futtermittel, die Charakterisierung
der zugesetzten Xylanase und (A)XOS sowie insbesondere die Bestimmung der im

Verdauungstrakt vorkommenden Oligosaccharide.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden eben diese Parameter fir einen Futterungs-
versuch mit Broilern detailliert untersucht. Die verschiedenen Broilergruppen wurden
mit Mais-Soja-basiertem Futter gefluttert, wobei vier verschiedene Mais-basierte Einzel-
futtermittel, zwei Soja-basierte Einzelfuttermittel sowie der Zusatz von einer Xylanase
und einer Kombination aus Xylanase und XOS im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
Zusétze betrachtet wurden. Die NSP in den Einzelfuttermitteln wurden umfassend
charakterisiert. Die Analyse der Maisproben bestitigte, dass hochsubstituierte Arabino-
xylane vorliegen, zeigte aber nur geringfliigige Unterschiede in den NSP-Strukturen der
Mais-basierten Rohstoffe. Auch die NSP der Sojaproben wiesen einen vergleichbaren
strukturellen Aufbau auf. Jedoch wurden Unterschiede im Gehalt an Oligosacchariden
der Raffinose-Familie (RFO) zwischen den beiden Proben festgestellt (2,9 mg bzw.
36,4 mg/g Mehl). AuBerdem wurden die beiden zum Futter zugegebenen Komponenten
charakterisiert. Die Analyse des zur Anreicherung des Futters eingesetzten XOS-haltigen
Materials ergab, dass dieses lediglich zu 25 % aus XOS mit einem Polymerisationsgrad
(DP) von zwei bis sechs besteht. Dabei macht Xylobiose den héchsten Anteil (58 %) aus,
gefolgt von Xylotriose (30 %). In einem in-vitro-Versuch wurde untersucht, welche Oligo-
saccharide die zum Futter zugegebene endo-Xylanase aus den einzelnen Einzelfutter-

mitteln freisetzen kann. Dabei wurde festgestellt, dass die Xylanase in den zum Futter
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zugegebenen Aktivititen kaum (A)XOS aus Mais freisetzt. Jedoch wurde eine XOS-
Freisetzung aus den Sojaprodukten beobachtet. Dies bedeutet, dass nicht nur - wie bisher
angenommen - die Arabinoxylane in der Getreidekomponente des Futters zu einer XOS-
Freisetzung im Verdauungstrakt von Geflligel beitragen, sondern moglicherweise auch
bzw., je nach Futtermittelzusammensetzung, iberwiegend XOS aus dem Xylan der Soja-

komponente freigesetzt werden.

Zur Analyse der Oligosaccharide in Proben aus dem Verdauungstrakt von Broilern wurde
im Rahmen dieser Arbeit eine Profilingmethode mittels Hochleistungsanionenaustausch-
chromatographie mit gepulst amperometrischer und massenspektrometrischer Detektion
(HPAEC-PAD/MS) entwickelt, die die simultane Identifizierung von 44 potenziell in den
Proben enthaltener Oligosaccharide (DP 2 - 6) aus neun verschiedenen Oligosaccharid-
gruppen ermoéglicht. Ebenfalls entwickelt wurde eine geeignete Extraktions- und Aufreini-
gungsmethode. Die entwickelte Aufarbeitungs- und HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode
wurde zur Untersuchung der Proben des Ileum- und Caecuminhalts von 21- und 41-Tage-
alten Broilern nach Fitterung der verschiedenen Futtervarianten eingesetzt. Daneben
wurden weitere Methoden der analytischen Kohlenhydratchemie zur Untersuchung der

Oligosaccharide in diesen Proben herangezogen.

Grundsatzlich war es mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Methode moéglich, Oligosac-
charide in diesen Proben zu identifizieren. Dabei wurde festgestellt, dass im Ileuminhalt
groflere Mengen an Oligosacchariden vorkommen als im Caecuminhalt. In den Ileum-
proben von 21-Tage-alten Broilern stellten die RFO die dominierende Oligosaccharid-
gruppe dar. Aullerdem konnte bei diesen Proben ein Zusammenhang zwischen XOS-
Gehalt und Xylanasezugabe festgestellt werden. Wurde Xylanase im Futter verwendet,
waren erhohte Mengen XOS (DP 2 - 4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Faktor 2 - 3)
nachweisbar. Dieser Zusammenhang war bei Ileumproben von 41-Tage-alten Broilern
nicht mehr festzustellen. In diesen Ileumproben wurden Oligosaccharide identifiziert, die
darauf hinweisen, dass es zu einer Veranderung des Mikrobioms im Ileum tiber die Zeit
kommt. In den Caecumproben konnten Oligosaccharide detektiert werden, die vermutlich
durch mikrobielle Fermentation aus den im Futtermittel enthaltenen NSP freigesetzt
wurden. Weder bei Caecumproben von 21- noch von 41-Tage-alten Broilern konnten Zu-
sammenhénge zwischen den ermittelten Oligosaccharidprofilen und den Futtervarianten
festgestellt werden. Der Zusatz von Xylanase oder Xylanase und XOS zum Futter fihrte
nicht zu einer Erhohung des XOS-Gehalts im Caecum, wie es in der Literatur, aufgrund
der préabiotischen Wirkung von XOS und einer folgenden Anpassung des Mikrobioms,
vermutet wird. Grund hierfiir konnte die hochsubstituierte Struktur der Maisarabino-
xylane sein, wodurch es zu einer geringeren und vermutlich iiberwiegend auf Sojaxylane
zurlickzufilhrenden XOS-Freisetzung durch die zum Futter zugegebenen Xylanase
kommt. Andererseits konnten die Analysen der Ileumproben von 21-Tage-alten Broilern
zeigen, dass die Xylanase grundsétzlich in der Lage ist, den XOS-Gehalt im Verdauungs-
trakt von Broilern zu erh6hen. Moglicherweise waren die freigesetzten XOS-Mengen nicht

ausreichend, um eine Anpassung des Mikrobioms im Caecum hervorzurufen. Um diesen
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5 Zusammenfassung

Fragestellungen weiter nachzugehen, sind zusétzliche Studien erforderlich, zu denen die
hier entwickelten und beschriebenen Aufarbeitungs- und Analysemethoden einen wesent-
lichen Beitrag leisten konnen.
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7. Chemikalien und Instrumente

7.1 Chemikalien

Hersteller, GHS-
Chemikalie L. . H-Satze P-Satze
Reinheit Piktogramm
+351+
Aceton VRW, 02, 07 225, 319, 336 210, 240, 305+351+338,
HPLC Grade 403+233
Acetonitril VWR, 02, 07 5(2)3;312832 210, 240, 302+352,
MS-Grade ’ 319 " 305+351+338, 403+233
Ameisensiure VWR, 02 05. 06 226,302,331, 210, 280, 303+361+353,
99 -100 % o 314 304+340+310, 305+351+338
. Merck, 261,271, 273, 280,
Ammoniak, NH3 05, 07, 09 314, 335,410
25% 303+361+353, 305+351+338
A i hlori VWR
mmoniumchlorid, ’ 07 302, 319 270, 305+351+338
NHa4Cl >99 %
trans-ortho-Cumarsaure Sigma-Aldrich, 07 302,315,319, 261, 280, 301+312+330,
>97% 335 302+352, 304+340+312
Deuteriumoxid, D20 Sigma-Aldrich,
2 >99,9 %
VWR 315 319 336 201, 280, 302+352,
Dichlormethan, DCM 599 ’8 % 07,08 351' ’ " 304+340, 305+351+338,
sIER 308+311
224,302, 336,
Diethylether VWR, 02,07 EUHO19 210, 243, 280, 304+340,
Y 100 % ’ ’ 308+311
EUHO66
Carl Roth,
Dimethylsulfoxid, DMSO ariro - - -
>99,8 %
Dinatriumhydrogen- Merck,
phosphat (wasserfrei) >99 %
Eesizsiure Merck, 02. 05 596 314 210, 280, 303+361+353,
8 >99,8% ’ ’ 305+351+338+310
Fluka 226, 302, 314 210, 280, 301+312,
Essigsdureanhydrid ’ 02, 05, 06 ’ ’ " 303+361+353,
>99 % 330
304+340+310, 305+351+338
Ethanol, EtOH VWR, 02,07 225, 319 210,233, 240, 241, 242,
’ 99,5% ’ ’ 305+351+338
Alfa A B 261, 264, 271, 280,
trans-Ferulasdure a Aesar 07 315, 319, 335
99% 302+352, 305+351+338
Kjeldahl-Katalysator Roth - 412 273
. . 280, 301+330+331,
L. A Sigma-Aldrich,
Lithiumchlorid, LiCl 5999 % 07 302, 315, 319 3024352, 305+351+338,
R 308+313
VWR 225,301, 311, 210, 260, 280, 301+310
Methanol, MeOH ! 02, 06, 08 315, 319, 331, ’ ’ ’ ’
HPLC Grade 370 307+311, 305+351+338
. . 225, 290,
methanolische Salzsdure, Merck, 02, 05, 06, 210, 233, 280, 301+310,
. 301+311+331,
1,25 M fir GC 08 370 303+361+353, 304+340+311
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270, 280, 301+312,

Si -Aldrich,
1-Methylimidazol >'gr;f/ e 05,06 302,311,314 30143304331,
R 303+361+353, 305+351+338
VWR 312,315, 335 201, 280, 301+310
Methyliodid ! 06, 08 ’ ’ ’ ’ ’ ’
etyliod >99 % ’ 351,3014331  302+352, 304+340, 311
. Sigma-Aldrich,
Nat tat, NaOA - - -
atriumacetat, NaOAc > 99 9%
231+232, 260, 280,
Natriumbordeuterid, Doutero, 260, 301+311,
NaBD4 99 9% 02, 05, 06 314 303+361+353,
304+340+310, 305+351+338
2314232, 260, 280
Natriumborhydrid, Sigma-Aldrich, 02, 05, 06, 260, 301, 314, 303+361,+353, ’
NaBH4 9 F, EUHO14 ’
° 9% 08 360F, EUHOL4 5 340+310, 305+351+4338
Natriumdihydrogen- Sigma-Aldrich,
phosphat (wasserfrei) 99 %
Carl Roth 233, 280, 303+361+353
Natriumhydroxid, NaOH ’ 05 290, 314 ’ ’ ’
atriumnydroxid, 11 >99 % 305+351+338, 310
Carl Roth
Natriumthiosulfat ’ - - -
atriumthiosulfa 599 9%
Merck 260, 280, 301+330+331,
Salzsdure, HCI 37 % ’ 05, 07 290, 314, 335 302+352, 304+340,
° 305+351+338, 308+310
Fluka 280, 301+330+331,
Schwefelsaure, H2S0a4 95 9’87 05 290, 314 302+352, 304+340,
’ 305+351+338, 308+310
201, 210, 243, 280
VWR, 225, 319, 335, ’ ’ ’ ’
Tetrahydrofuran, THF 02, 07,08 304+340, 305+351+338,
>98 % 351, EUHO19
308+311
Sigma Aldrich 261,273, 280,
Trifluoressigsaure, TFA >29 % ’ 05, 07 314,332,412 303+361+353,
=R 304+340+310, 305+351+338
GHS02 GHS03 GHS05 GHS06 GHS07 GHS08 GHS09
Systemische
Brand- N G dheits- U It-
Entzindlich . ran Atzend Giftig esur.w. ,EI > Gesundheits- n.w.we.
fordernd schéadlich . gefahrlich
gefahrdung
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7.2 Standardsubstanzen fiir Mono- und Oligosaccharide

Kurz-

Gruppe Saccharide bezeichnung Reinheit Hersteller
23,3%-Di-a-L-Arabinofuranosylxylotriose  AZ*3XX >95 % Megazyme
3_ Nl H H 2 0,
Arabinoxylo- 23-a-L Arabfnofuranosylxylotr.lose A°XX >90 % Megazyme
. ) 32-a-L-Arabinofuranosylxylobiose A3X >95 % Megazyme
oligosaccharide
3%-0-L- und 23-a-L-Arabino- Mix 590 % Megazvime
furanosylxylotetraose XAZXX, XA3XX ° gazy
Cellobiose C2 >98 % Carl Roth
cell Cellotriose Cs >95% Megazyme
ello-
) ) Cellotetraose Csq >90% Megazyme
oligosaccharide
Cellopentaose Cs >95% Megazyme
Cellohexaose Cs >95% Megazyme
2-Desoxy-D-Glucose 2d-Glc >99% Sigma
Interne Standards i
Isomaltotriose IMT Analytical Sigma-Aldrich
Standard
Maltose-Monohydrat Mal2 >99 % Sigma-Aldrich
Malto- Maltotriose Mals >90 % Sigma-Aldrich
oligosaccharide Maltotetraose Mals >94 % Sigma-Aldrich
Maltopentaose Mals >95% Sigma-Aldrich
Mannobiose Manz >95% Megazyme
M Mannotriose Mans >95% Megazyme
anno-
) ) Mannotetraose Mana >95% Megazyme
oligosaccharide
Mannopentaose Mans >98 % Megazyme
Mannohexaose Mans >95% Megazyme
D-Fructose Fru >99 % Sigma
D-Galactosamin-hydrochlorid GalN >99 % Sigma
D-Galactose Gal >99% Sigma-Aldrich
D-Galacturonsaure Monohydrat GalA >97 % Sigma-Aldrich
D-Glucosamin-hydrochlorid GlcN >99 % Sigma-Aldrich
D-Glucose Glc >99,5 % Sigma
) D-Glucuronsaure GlcA >98 % Sigma
Monosaccharide - - -
D-Mannit - >99 % Sigma-Aldrich
D-Mannose Man >99 % Sigma
D-Ribose Rib >98 % Roth
D-Xylose Xyl >99 % Sigma-Aldrich
L-Arabinose Ara >99% Sigma
L-Fucose Fuc 99 % Alfa Aesar
L-Rhamnose Rha >95% Sigma-Aldrich
] ) Raffinose-Pentahydrat Raf 99 % Alfa Aesar
Oligosaccharide Biosynth
der Stachyose-Hydrat Sta 98 % Carbyos nth
Raffinose-Familie Y
Verbascose Ver >95 % Megazyme
Xylobiose X2 >95 % Megazyme
vl Xylotriose X3 >90 % Megazyme
Y © ) Xylotetraose X4 >95 % Megazyme
oligosaccharide
Xylopentaose Xs >95 % Megazyme
Xylohexaose Xe >95 % Megazyme
) Weizenarabinoxylan mittlere Viskositat - ~95% Megazyme
Polysaccharide -
Xylan aus Buchenholz Xylan >90 % Sigma
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7.3 Puffer und Reagenzien

Acetonitril/H=0 fiir nPGC-SPE
e 50 mL bidest. H2O zu 50 mL Acetonitril geben

Acetonitril/H20 mit 0,1 % Ameisensiure fiir nPGC-SPE

e 50 mL bidest. H2O zu 50 mL Acetonitril geben
e 100 pLL Ameisensdure hinzufiigen

Natriumbordeuterid (2 M, in Ammoniak):

e 20 mg Natriumbordeuterid in 0,3 mLL Ammoniak 16sen

e Vor Verwendung frisch ansetzen

Natriumborhydrid-Lésung (30 mg /mL DMSO)
e 30 mg Natriumborhydrid in 1 mL DMSO im Ultraschallbad l6sen

e Vor Verwendung frisch ansetzen

Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0 bzw. 6,25)

e 12,4 g Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat in 1 L. Wasser 16sen
e 13,3 g Dinatriumhydrogenphosphat in 1 L, Wasser 16sen

¢ Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat-Losung vorlegen und Dinatriumhydrogen-

phosphat-Lésung zugeben bis pH 6,0 bzw. 6,25

TFA-Lésung (2 M)

e 15,4 mL in 100-mL-Messkolben geben
e Mit bidest. H20 auffiillen
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7.4 Enzyme
Enzym Herkunft Herstellt Aktivitat
a-Amylase (thermostabile) Bacillus licheniformis Megazyme 3000 U/mL
a-Amylase (Termamyl 1201, Bacillus licheniformis Sigma-Aldrich > 500 Units/mg Protein
thermostabile)
a-Amylase (thermostabile) - AB Vista 200 000 TAU/g
a-Galactosidase Aspergillus niger Megazyme 606 U/mg
Amyloglucosidase Aspergillus niger Sigma-Aldrich > 260 U/mL
Amyloglucosidase Aspergillus niger Megazyme 26000 U/g
endo-Arabinanase Aspergillus niger Megazyme 200 U/mL
endo-Galactanase Aspergillus niger Megazyme 1300 U/mL
endo-Xylanase Trichoderma reesei AB Vista 1020000 BXU/g
Glucoamylase - AB Vista 500 GAN/mL
Invertase Sacchba.romyces Sigma-Aldrich >300 U/mg
cerevisiae
Protease Bacillus licheniformis Megazyme 9 U/ml
Protease (Alcalase 2.4 L) Bacillus licheniformis Sigma-Aldrich >2,4U/g
Xyloglucanase Paenibacillus sp. Megazyme 1000 U/mL
7.5 Instrumente
7.5.1 Verwendete Sdulen
MaRe (Linge x
Gruppe Sdule PartikelgrofRe Innendurchmesser) bzw. Hersteller
(Bettgewicht, Volumen)
Ge DB-225 und DB-225 MS 0,25 um 30m x 0,25 mm Agilent
DB-5 und DB-5 MS 0,25 um 30m x 0,25 mm Agilent
. Dionex, Thermo
AminoTrap - 4 x50 mm L
Scientific
CarboPac PA20 6 um 150 mm x 3 mm D|9ne>.<,.Thermo
Scientific
HPLC Dionex, Thermo
CarboPac PA200 6 um 250 mm x 3 mm o
Scientific
Luna C18 (2) 5um 250 x 4,6 mm Phenomenex
Luna Phenyl-Hexyl 5um 250 x 4,6 mm Phenomenex
Amberlite XAD-2 - Saulenvolumen ca. 300 mL Supelco
. ) Bio-Gel P2 (praparativ) <45 um 85cmx 2,6 cm Bio-Rad
Praparativ
Sephadex LH-20 25-100uM 100 2,5 cm Sigma
(praparativ)
C18 (Chromabond Cis) - 500 mg, 3 mL, Macherey-Nagel
SPE nPGC (Supelclean ENVI- ) )
- 250 mg, 3 mL Sigma-Aldrich

Carb)
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7.5.2 Analysegerite

GC-FID

Hersteller:
Bezeichnung:
Autosampler:
Detektor:

GC-MS

Hersteller:
Bezeichnung:
Autosampler:
Detektor:

HPAEC-PAD

Hersteller:
Geréatebezeichnung:
Pumpe:

Autosampler:
Detektorkompartment:
Detektor (PAD)

HPAEC-PAD/MS

Hersteller:
Geratebezeichnung:

Pumpe:

Autosampler:
Detektorkompartment:
Detekor (PAD/CD):
Detektor (MS):

Suppressor:

Shimadzu

GC-2010 Plus
AOC-201 Auto Injector
FID-2010 Plus

Shimadzu

GC-2010 Plus

AOC-201 Auto Injector

GC-MS QP 2010 SE bzw. Ultra

Thermo Scientific

Dionex ICS-5000 System

Dionex ICS-5000 Dual Pump

Dionex AS-AP

Dionex ICS-5000 DC

Dionex ICS-5000 DC, 2x Electrochemical Detector

Thermo Scientific

Dionex ICS-6000 System

Dionex ICS-6000 SP (Eluent)

Dionex AXP (Regenerent)

Dionex AXP-MS (LiCl)

Dionex AS-AP

Dionex ICS-6000 DC

Electrochemical Detector, Conductivity Detector
ThermoFisher Scientific ISQ IC Mass Spectrometer
Dionex AERS 500 (4mm)
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7 Chemikalien und Instrumente

HPLC-DAD

Hersteller:
Pumpe:
Autosampler:
Detektor (DAD):

HPLC-DAD/MS

Hersteller:

Geréatebezeichnung:

Pumpe:
Autosampler:
Detektor (DAD):
Detektor (MS):

NMR-Spektrometer

Hersteller:
Bezeichnung:
Feldstarke:
Probenkopf:

Praparative LC-RID

Anwendung:
Pumpe:
Detektor (RID):

Fraktionssammler:

Priparative LC-UV

Anwendung:
Pumpe:
Detektor (UV):

Fraktionssammler:
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Shimadzu
CBM-20A
SIL-20AC
SPM20A

Thermo Scientific

Finnigan Surveyor

MS Pump Plus

MS Autosampler Plus

MS PDA Plus Detektor

LXQ Linear Ion Trap MS mit ESI-Ionenquelle

Bruker Corporation
Ascend 500

500 MHz

Prodigy, Kryoprobenkopf

Trennung mittels BioGel P-2

HPLC Pump K-500 (Knauer)
Smartline RI Detektor 2300 (Knauer)
SF-2120 (Advantec)

Trennung mittels Sephadex LH-20
880 Pump (Jasco)

BT 8200 UV/VIS Detector (Biotronik)
FC 204 fraction collector (Gibson)



8.1 Grundcharakterisierung der Einzelfuttermittel

8. Arbeitsvorschriften

8.1 Grundcharakterisierung der Einzelfuttermittel

8.1.1

Mahlen

Proben zuerst auf einen Durchmesser < 2,5 mm mahlen

Dann auf < 0,5 mm mahlen

Bestimmung des Wassergehalts

ca. 1 g Probenmehl (nicht entfettet) im Vakuumtrockenschrank bei 70 °C und
100 mbar tiber Nacht trocknen

Vorgang bis zu einem konstanten Gewicht wiederholen

Entfetten

Probenmehl in der 1,5-fachen Menge Aceton aufschlimmen und 20 min rithren
Bei 5000 rpm 5 min zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Waschvorgang dreimal wiederholen

Bei 50 °C im Trockenschrank tiber Nacht trocknen

Analytische Bestimmung des Gehalts an Zellwandmaterial

1 g entfettetes Probenmehl mit 50 mL Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0) in
einen 250-mL-Erlenmeyerkolben geben

100 pL thermostabile a-Amylase (3000 U/mL, Megazyme) zugeben

Fir 30 min bei 92 °C unter standigem Schiitteln inkubieren

Probe in Eis auf Raumtemperatur abkiihlen

pH-Wert auf 7,5 mit NaOH (1 M) einstellen

100 ul Protease (50 mg/mL, 9 U/mg, Megazyme, frisch ansetzen) fiir Mais bzw.
500 pL fur Soja zugeben

Fir 30 min bei 60 °C unter standigem Schiitteln inkubieren

Probe in Eis auf Raumtemperatur abkiihlen

pH-Wert auf etwa 4,5 mit HC1 (0,25 M) einstellen

200 pL Amyloglucosidase (9,5 mg/mL, 36000 U/g, Megazyme, frisch ansetzen)
zugeben

Fir 30 min bei 60 °C unter standigem Schiitteln inkubieren

Warme Losung tiber zuvor ausgeglithten Filtertiegel mit Celite abfiltrieren
Filtrat aufbewahren

Rickstand mit 2 x 25 mL und 1 x 10 mL 60 °C warmem H20 waschen
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8 Arbeitsvorschriften

e Filtrate vereinigen und aufbewahren

¢ Riickstand mit 2 x 25 mL Ethanol (99 %) waschen, Filtrat verwerfen

e Riickstand mit 2 x 25 mL Aceton waschen, Filtrat verwerfen

o Rickstand im Filtertiegel bei 105 °C tiber Nacht trocknen - UZM

e LZM aus vereinigtem Uberstand der Waschschritte durch Zugabe der vierfachen
Menge Ethanol (99 %) {iber Nacht ausfillen

e Losung tiber neue, zuvor ausgeglithten Filtertiegel mit Celite abfiltrieren

e Riickstand mit 2 x 25 mL und 1 x 10 ml Ethanol (78 %) waschen, Filtrat verwerfen

¢ Riickstand mit 2 x 25 mL Ethanol (99 %) waschen, Filtrat verwerfen

¢ Riickstand mit 2 x 25 mL Aceton waschen, Filtrat verwerfen

e Riickstand bei 105 °C Gber Nacht trocknen - LZM

Bestimmung des Aschegehalts

e Probe in Tiegeln mindestens 4 h bei 500 °C im Muffelofen veraschen
e Nach Abkiihlen auswiegen

Proteinbestimmung nach Kjeldahl

¢ Riickstand mit Celite aus Tiegel in einen Aufschlusskolben geben

e  Wenige Glasperlen und 500 mg Kjeldahl-Katalysator zugeben

e 5 mL konz. H2SO4 zugeben

e 1,5 h auf einem Heizblock erhitzen bis zum Auflosen des Probenrickstands

e Losung abkiihlen lassen und anschlieend vorsichtig 10 mL bidest. H2O zugeben

e Loésung quantitativ in einen 50-mL-Messkolben tberfithren und mit bidest. H20
auf 50 mL auffillen

o Kalibrierung zur Bestimmung des Proteingehalts mittels ammoniaksensitiver
Elektrode ansetzen und messen (s. Tabelle V1)

e 1 mL der verdiinnten Aufschlusslosung in 49 mL bidest. H2O in ein Becherglas
geben

e 3 mL NaOH (2 M) zugeben und mit einem Uhrglas abdecken

¢ Mit ammoniaksensitiver Elektrode Proteingehalt messen

Tabelle V1: Ansatz der Kalibrierung fiir die Bestimmung des Proteingehalts mittels ammoniaksensitiver
Elektrode. Als Stamml&sung diente eine NH4Cl-Lésung (100 mg N/L = 382 mg NH4Cl/100 mL H,0). Jedem
Kalibrierpunkt werden 4 mL verdiinnte H,SO4 (4 mL konz. H2SO4 in 50 mL bidest. H,0) zugegeben. Zur
Messung der Kalibrierpunkte werden 50 mL Kalibrierlésung mit 3 mL NaOH (2 M) versetzt.

Kalibrierpunkt ~ Ansatz (x pL Stammlésung | 200 mL) N [mg/L]

1 20 0,1
2 200 1
3 2000 10
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8.1 Grundcharakterisierung der Einzelfuttermittel

8.1.5 Préparative Isolierung des Zellwandmaterials

Einwaage mit 100 ml Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0) in einen 250-mL-
Erlenmeyerkolben geben
Mais: 10 g, Soja: 7 g
Thermostabile a-Amylase (Termamyl 120 L, Sigma-Aldrich) zugeben
Mais: 1,5 mL, Soja: 750 pL
Fir 20 min bei 92 °C unter stdndigem Schiitteln inkubieren
Probe in Eis auf Raumtemperatur abkiithlen
pH-Wert auf 7,5 mit NaOH (1 M) einstellen
Protease (Alcalase 2.4 L, Sigma) zugeben
Mais: 350 pL, Soja: 1050 pL
Fir 30 min bei 60 °C unter stdndigem Schiitteln inkubieren
Probe in Eis auf Raumtemperatur abkiithlen
pH-Wert auf etwa 4,5 mit HC1 (1 M) einstellen
Amyloglucosidase > 260 U/mL, Sigma-Aldrich) zugeben
Mais: 700 pL, Soja: 350 puL
Fir 30 min bei 60 °C unter stdndigem Schiitteln inkubieren
Warme Losung fiir 15 min bei 5000 rpm zentrifugieren
Uberstand abtrennen und aufheben
Rickstand mit 4 x 50 mL 60 °C warmem H20 waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und mit aufgehobenen Uberstand vereinigen
Riickstand mit 2 x 50 mL Ethanol (99 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen
Riickstand mit 2x 50 mL Aceton waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen
Riickstand bei 40 °C tber Nacht trocknen - UZM

LZM aus vereinigtem Uberstand der Waschschritte durch Zugabe der vierfachen
Menge Ethanol (99 %) iiber Nacht ausfillen

Uberstand abgieBen

Restliche Losung fiir 12 min bei 5000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen
Riickstand mit 2 x 50 mL Ethanol (78 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen

Riickstand mit 2 x 50 mL Ethanol (99 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen

Riickstand mit 2x 50 mL Aceton waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen

Rickstand bei 50 °C tiber Nacht trocknen - LZM

Anmerkung: Ein weiterer kleinerer Ansatz der Sojaproben wurde mit 5 g Mehl

angesetzt, Puffer und Enzyme entsprechend reduziert.
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8 Arbeitsvorschriften

Starkenachweis

Spatelspitze UZM, LZM bzw. entfettetes Mehl in ca. 5 mL dest. H2O aufkochen
Abkiihlen lassen
Mit Jod-Kaliumiodid-Loésung versetzen

Nachweis freier Monosaccharide

UZM:

LZM:
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5 mg UZM in ein Eppendorf-Reaktionsgefall einwiegen, 500 pL bidest. H20
zugeben

Vortexen, 5 min bei 12800 rpm zentrifugieren

20 pL des Uberstandes mit 20 pL D-Mannit (1 mM) und 160 pL bidest. H20
mischen

Messung mittels HPAEC-PAD (Bedingungen s. Kapitel 8.2.1)

5 mg LZM in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 einwiegen, 100 pL bidest. H20 und
400 pl Ethanol zugeben

Vortexen, Préizipitation abwarten, 5 min bei 12800 rpm zentrifugieren

50 pL des Uberstandes eindampfen

In 50 pL bidest. Wasser aufnehmen

20 pL der Lésung mit 20 pL D-Mannit (1 mM) und 160 pL bidest. Wasser mischen
Messung mittels HPAEC-PAD (Bedingungen s. Kapitel 8.2.1)

Bestimmung des Gehalts an Klason-Lignin

200 mg UZM in ein 50-mL-Schottglas einwiegen

5 mL Schwefelsdure (12 M) unter Eiskiihlung zugeben

30 min im Eisbad stehen lassen und dabei alle 5 min umriithren

2 h bei Raumtemperatur rithren

32,5 mL bidest. H20 zugeben

Losung 3 h bei 100 °C hydrolysieren

Hydrolysat nach Abkiihlen auf Eis quantitativ iiber einen Glasfilter filtrieren
Filtrat wird fiir die Monosaccharidanalyse von Mais verwendet (s. Kapitel 8.2.1)
Riickstand mit bidest. H2O sidurefrei waschen (ca. 800 mL)

Filter bei 40 °C im Trockenschrank tber Nacht trocknen

Je ein Filter mit Ruckstand wird fur Protein- bzw. Aschekorrektur verwendet
(s. Kapitel 8.1.4)



8.1 Grundcharakterisierung der Einzelfuttermittel

8.1.7 Bestimmung der Oligosaccharide der Raffinose-Familie

0,5 g Probenmehl (nicht entfettet, nicht getrocknet) in ein Zentrifugenrchrchen
einwiegen

10 mL Ethanol (80 %) zugeben

Unter stdndigem Schiitteln fiir 30 min bei 40 °C behandeln

Zentrifugieren (5000 rpm, 10 min) und Uberstand aufbewahren
Extraktionsschritt mit Riickstand zweimal fiir 10 min wiederholen und
Ubersténde vereinigen

Vereinigte Ubersténde zur Trockene eindampfen

In 2,5 mL bidest. H20 aufnehmen.

Durch PTFE-Spritzenfilter (PorengréBe: 0,45 pm, Filterdurchmesser: 13 mm,
Hersteller: Chromafil) filtrieren

Losung entsprechend verdiinnen und mittels HPAEC-PAD analysieren

HPAEC-PAD-Bedingungen:

Saule:

Fluss:

Dionex CarboPac PA200 (6 pm, 250 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 uL

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion: gepulst amperometrisch (PAD), AgCl-Elektrode (20 °C)
Waveform: Carbohydrates (Quad-Potential)

Gradient: s. Tabelle V2

Kalibrierung: Quadratisch (6-Punkt-Kalibrierung)

Raffinose, Stachyose, Verbascose: 1; 5; 10; 15; 20 und 30 pM

Tabelle V2: Gradientenprogramm zur Analyse der Oligosaccharide der Raffinose-Familie mittels Hoch-
leistungsanionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor. Eluent A:
Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 90 10 0

0,0 90 10 0
0,1 90 10 0
10,0 50 50 0
35,0 50 40 10
35,1 0 0 100
50,0 0 0 100
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8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

8.2.1 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

Schwefelsdure-Hydrolyse:

10 mg der UZM mit einigen Glasperlen in ein 4-mL-GC-Vial geben

150 pl Schwefelsaure (12 M) zugeben und vortexen

30 min in ein Eisbad stellen und alle 10 min vortexen

2 h bei Raumtemperatur stehen lassen und alle 30 min vortexen

Mit 975 ul bidest. H20 verdiinnen

3 h im Trockenschrank bei 100 °C hydrolysieren

Abkiihlen lassen

Alles mit einer Spritze aufnehmen und durch PTFE-Spritzenfilter (PorengréBe:
0,45 pm, Filterdurchmesser: 13 mm, Hersteller: Chromafil) filtrieren

100 pL Filtrat mit 75 nl. NaOH (4 M) und 825 pL bidest. H2O versetzen

20 pL Probe (alternativ Filtrat aus Klason-Lignin-Bestimmung verwenden, siehe
Arbeitsvorschrift Kapitel 8.1.6) mit 20 pL. D-Mannit-Lésung (1 mM) und 160 pL
bidest. H2O versetzen (je nach Probe entsprechend verdiinnen)

Messung mittels HPAEC-PAD

Methanolyse mit TFA-Hydrolyse:
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6 mg der LZM in ein 1,5-mL-GC-Vial geben
o ALTERNATIV: Oligosaccharid-Losung herstellen, in 1,5-mL-GC-Vial geben
und zur Trockene eindampfen
0,5 mL methanolische Salzsaure (1,25 M) zugeben
Mit geschlossenem Deckel verschlieBen und bei 80 °C 16 h im Trockenschrank
behandeln
Abkiihlen und 40 pl in ein kleines GC-Vial pipettieren
Im Evaporator bis zur Trockene eindampfen
o Bei Oligosacchariden gesamte 0,5 mL zur Trockene eindampfen
500 pL TFA-Losung (2 M) zugeben
VerschlieBen und bei 121 °C 1 h im Trockenschrank behandeln
Im Evaporator zur Trockene eindampfen
Zweimal je 200 pL Ethanol (99 %) hinzufiigen und zur Trockene eindampfen
In 180 nL bidest. H2O aufnehmen und 20 pLL D-Mannit (1 mM) hinzufiigen (je nach
Probe entsprechend verdiinnen)
Messung mittels HPAEC-PAD



8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

HPAEC-PAD-Bedingungen:

Saule:
Fluss:

Dionex CarboPac PA20 (6 pm, 150 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 pL

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion: gepulst amperometrisch (PAD), AgCl-Elektrode (20 °C, IntAmp)
Waveform: Carbohydrates (Quad-Potential)

Gradient: s. Tabelle V3

Kalibrierung: Quadratisch (zwei 5-Punkt-Kalibrierungen), 10 Monosaccharide

(Fucose, Rhamnose, Arabinose, Galactose, Glucose, Xylose,
Mannose, Fructose, Galacturonsiaure, Glucuronsiure):
1, 6,12, 18 und 25 puM; 25, 50, 75, 100 und 125 pM

Tabelle V3: Gradientenprogramm zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung mittels
Hochleistungsanionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor. Eluent A:
Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %

-20,0 0 100 0
-10,0 0 100 0

-9,9 90 10 0

0,0 90 10 0

15 97 3 0

22,0 97 3 0

32,0 0 100 0

32,1 0 60 40

42,0 0 60 40

8.2.2 Methylierungsanalyse

Methylierung:

Ca. 5 mg Probenmaterial in ein Pyrexglas einwiegen

Probe in 2 mL DMSO lésen

15 min im Ultraschallbad behandeln, tiber Nacht quellen lassen und nochmal
15 min im Ultraschallbad behandeln

100 mg frisch unter Stickstoff gemorserte NaOH zugeben

90 Minuten im Ultraschallbad, 90 Minuten bei Raumtemperatur reagieren lassen
1 mL Methyliodid zugeben

30 Minuten im Ultraschallbad und 30 Minuten bei RT inkubieren

3 mL Dichlormethan zugeben

5 mL Natriumthiosulfat-Lésung (0,1 M) zugeben

gut mischen

wassrige Phase abnehmen, organische Phase 2 x mit je 5 mL bidest. H2O waschen

Losungsmittel abrotieren, ggf. kleinen Rest mittels Stickstoff komplett trocknen
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e {iber Nacht bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank trocknen
e 1in 2 mL DMSO I6sen, 30 Minuten im Ultraschallbad behandeln
e Methylierung wiederholen

e {iber Nacht bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank trocknen

Hydrolyse:

e 2mL TFA (2 M) zugeben, 90 Minuten bei 121 °C im Trockenschrank hydrolysieren
e Losungsmittel abrotieren, ggf. kleinen Rest unter Stickstoff abblasen

Reduktion:

e 20 mg Natriumbordeuterid in 0,3 mL Ammoniak (2 M) hinzugeben
e 1 h bei Raumtemperatur stehen lassen

e Zum Abbruch der Reaktion 100 pL: Essigsidure zugeben

Acetylierung:
o Unter Eiskiihlung 450 pL. 1-Methylimidazol, 3 mL Essigsdureanhydrid zugeben

e 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen

e Unter Eiskithlung 3 mL bidest. H2O zugeben

e Abkiihlen und mit 5 mL Dichlormethan extrahieren (gut vortexen)

e Organische Phase dreimal mit je 5 mL bidest. H2O waschen (gut vortexen)

e Restwasser im Gefrierschrank (-18 °C) iiber Nacht ausfrieren

e Organische Phase in anderes GefaB (z. B. 3,5-mL-Vial) tiberfithren (taut schnell
auf); sind Partikel enthalten, ziigig durch Faltenfilter filtrieren

e GC-Analyse der organischen Phase (wenn nétig entsprechend verdiinnen)

Bedingungen GC-MS / GC-FID (Trennung DB-225):

Saule: DB-225 MS und DB-225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Injektionsvolumen: 1 pL bis 3 pL (an Proben angepasst)

Injektionsart: Split 1:5 bis 1:30 (Verhéltnis an Proben angepasst)
Injektortemperatur: 220 °C

Tragergas: Helium bei 37 cm/s

Detektion (MS): ElektronenstoB3 (EI) mit 70 eV, Transferline-Temp. 220 °C
Detektion (FID): Temperatur: 240 °C, Makeup-Gas: Stickstoff
Temperaturprogramm: Anfangstemperatur 140 °C fiir 1 min,

dann mit 20 °C/min bis 170 °C, mit 2 °C/min bis 200 °C,
mit 20°C bis 220 °C, halten fir 20 min
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8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

Bedingungen GC-MS / GC-FID (Trennung DB-5):

Saule: DB-5 MS und DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Injektionsvolumen: 1 pL bis 3 uL (an Proben angepasst)
Injektionsart: Split 1:5 bis 1:30 (Verhéltnis an Proben angepasst)
Injektortemperatur: 250 °C
Tragergas: Helium bei 40 cm/s
Detektion (MS): Elektronenstof3 (EI) mit 70 eV, Transferline-Temp. 275 °C
Detektion (FID): Temperatur: 325 °C, Makeup-Gas: Stickstoff
Temperaturprogramm: Anfangstemperatur 140 °C fiir 2 min,
dann mit 1 °C/min bis 180 °C, halten fir 5 min
mit 10 °C bis 300 °C, halten fiir 5 min
8.2.3 Profiling von Arabinan- und Galactanoligosacchariden

5 mg ZM in ein 1,5-mL-Eppendorf-Reaktionsgefal einwiegen

500 pL bidest. H2O hinzufiigen und vortexen

5 uL einer endo-Arabinanase-Loésung (20 U/mL) bzw.

5 nL einer endo-Galactanase-Losung (100 U/mL) zugeben

Gut mischen, aber nicht vortexen

24 h bei 40 °C im Schiittelinkubator inkubieren

Enzyme 5 min im 95 °C warmen Wasserbad inaktivieren

Zentrifugieren (10 min bei 20800 g)

Uberstand in anderes Eppendorf-Reaktionsgefdal iiberfithren und Riickstand
verwerfen

105 pL bidest. H2O mit 30 pL Uberstand und 15 pL Raffinose-Lésung (100 pM)
mischen

Messung mittels HPAEC-PAD

HPAEC-PAD-Bedingungen:

Saule:

Fluss:

Dionex CarboPac PA200 (6 pm, 250 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 pL

Saulentemperatur: 25 °C
Detektion: gepulst amperometrisch (PAD), AgCl-Elektrode (20 °C, IntAmp)

Waveform: Carbohydrates (Quad-Potential)

Gradient: s. Tabelle V4 (AN) bzw. Tabelle V5 (GN)
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Tabelle V4: Gradientenprogramm zur Analyse der Arabinanoligosaccharide mittels Hochleistungs-
anionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser,

Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 90 10

0,0 90 10

0,1 90 10 0
10,0 50 50 0
60,0 50 30 20
75,0 0 40 60
75,1 0 0 100
90,0 0 0 100

Tabelle V5: Gradientenprogramm zur Analyse der Galactanoligosaccharide mittels Hochleistungs-
anionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser,

Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 90 10 0

0,0 90 10 0
10,0 90 10 0
20,0 50 50 0
60,0 50 40 10
75,0 0 50 50
80,0 0 0 100
90,0 0 0 100

8.2.4 Profiling von Xyloglucanoligosacchariden
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10 mg ZM in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3 einwiegen

400 pL bidest. H20 zugeben und vortexen

2,5 nL Xyloglucanase (3000 U) zugeben

24 h bei 40 °C im Schiittelinkubator inkubieren

Zum Abbruch der Reaktion 1,6 mL Ethanol zugeben

1 h Prazipitation abwarten und zentrifugieren (10 min bei 20800 g)
Uberstand abnehmen und durch PTFE-Spritzenfilter (Porengréfe: 0,45 pm,
Filterdurchmesser: 13 mm, Hersteller: Chromafil) filtrieren

500 pL Filtrat bis zur Trockene eindampfen

Riickstand in 100 pL Isomaltotriose-Losung (10 pM) aufnehmen
Losung mittels HPAEC-PAD/MS analysieren (evtl. verdiinnen)



8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

HPAEC-PAD/MS-Bedingungen:

Saule:

Fluss:

Injektionsvolumen:

Saulentemperatur:

Detektion (PAD):
Detektion (MS):

Gradient:

Dionex CarboPac PA200 (6 pm, 250 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

25 uLL

25 °C

AgCl-Elektrode, 20 °C, Waveform: Carbohydrates(Quad-Potential)

Elektrolytisch regenerierender Suppressor (Gegenstrom mit
Wasser), anschlieBend Kontrolle der Entsalzung mittels
Leitfahigkeitsdetektor

Zugabe von 0,5 mM LiCl-Lésung (0,05 mL/min) fiir Adduktbildung

ESI im Positiv-Modus: Full-Scan (300-1000) und SIM
(entsprechende m/z der einzelnen Xyloglucanoligosaccharide)

s. Tabelle V6

Tabelle V6: Gradientenprogramm zur Analyse der Xyloglucanoligosaccharide mittels Hochleistungs-
anionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor sowie massenspektro-
metrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M

NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 40 60 0

0,0 40 60 0
0,1 40 60 0
10,0 5 95 0
20,0 5 92 3
60,0 5 88 7
75,0 0 50 50
80,0 0 0 100
90,0 0 0 100
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8.2.5 Profiling zur Analyse der Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasaure

100 mg ZM in ein 15 mL-Pyrexglas einwiegen
5 ml TFA (50 mM) zugeben und vortexen
2 h bei 100 °C in einem kochenden Wasserbad riithren (vor Licht schiitzen)
Mit Eis abkiihlen
10 min mit 2000 x g zentrifugieren
1,5 mL des Uberstands iiber C18-SPE (Chromabond, 3 mL, 500 mg) aufreinigen:
o Mit 6 mL Methanol waschen
o Mit 6 mL bidest. H20 rekonditionieren
o Probe aufgeben
o Mit 6 mL bidest. H2O waschen
o Mit 6 mL Methanol in ein 15 mL-Pyrexglas eluieren
Eluat am Rotationsverdampfer eindampfen
Uber Nacht im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C und 100 mbar trocknen
2 mL Natriumborhydrid-Lésung (30 mg Natriumborhydrid/mL DMSO) zugeben
Fiir 18 h bei 30 °C riihren (vor Licht schiitzen)
Schnell tropfenweise 2 mL HCI zugeben (1 M, je 500 pL zugeben, vortexen, Gas
entlassen)
Ggf. mit DMSO/bidest. H20 (50:50) verdiinnen
Losung mittels HPLC-DAD/MS analysieren

HPLC-DAD/MS-Bedingungen:

Saule:

Fluss:

Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm PartikelgroBe)
0,5 mL/min

Injektionsvolumen: 25 pL

Saulentemperatur: Raumtemperatur
Detektion (DAD): 325 nm

Detektion (MS): ESI im positiven Modus, Kapillartemperatur: 350 °C,
Sprayspannung: 4 kV, Kapillarspannung: 47 V

Gradient: s. Tabelle V7

Kalibrierung: linear
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FA: 6-Punkt-Kalibrierung mit 2, 10, 70, 130, 190 und 230 pM
FAX: 5-Punkt-Kalibrierung mit 5, 10, 15, 20 und 25 ptM
FAXG: 5-Punkt-Kalibrierung mit 5, 10, 15, 20 und 25 pM



8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

Tabelle V7: Gradientenprogramm zur Analyse der Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasiaure mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit Diodenarraydetektor und massenspektrometrischem
Detektor. Eluent A: 0,1 % Ameisensdure in bidest. H,O, Eluent B: Acetonitril.

Zeit in min Eluent Ain % Eluent Bin %
0 95 5
4 95 5
8 90 10
10 90 10
14 84 16
23 84 16
33 50 50
34 5 95
36 5 95
37 95
42 95 5

8.2.6 Isolierung von Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasdure

Maiskorner mahlen

auf < 0,5 mm - Vorschrift s. Kapitel 8.1.1

Entfetten

mit Aceton = Vorschrift s. Kapitel 8.1.3

Praparative Isolierung des UZM

nach Vorschrift Kapitel 8.1.5 mit folgenden Anpassungen:

60 g entfettetes Mehl + 600 mL Natriumphosphatpuffer (0,08 M; pH 6,25)
Zugabe von 60 pL thermostabile a-Amylase (AB Vista) und 1,5 mL Thermamyl 120
L (Sigma-Aldrich)

30 min bei 95 °C inkubieren

Abkiihlen lassen auf 50 °C, dann 60 uL Glucoamylase (AB Vista) zugeben
30 min bei 50 °C inkubieren

Abkiihlen lassen, dann pH mit NaOH auf 7,5 einstellen

Zugabe von 1,5 mL Protease (Alcalase 2.4 L, Sigma)

30 min bei 60 °C inkubieren

Abkiihlen lassen, dann pH mit HCI auf 4,5 einstellen

Zugabe von 1 mL Amyloglucosidase & 260 U/mL, Sigma-Aldrich)

30 min bei 60 °C inkubieren

Zentrifugieren

Riickstand waschen (3 x 60 °C warmes Wasser, 2 x Ethanol, 2 x Aceton)
Trocknen bei 50 °C tiber Nacht > UZM
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Nachverdau (s. Vorgehen oben)

ca. 110 mg UZM auf 700 mL Natriumphosphatpuffer (0,08 M; pH 6,25)
Thermamyl (4 mL, pH 6,0; 30 min, 92 °C),

Alcalase (2 mL, pH 7,5; 40 min, 60 °C) und

Amyloglucosidase (2mL, pH 4,5; 40 min 60 °C)

Freisetzung der Seitenketten mittel TFA (gesamt 2 x 2 Durchléufe, unter Lichtausschluss)

20 bzw. 25 g nachverdautes UZM mit 300 bzw. 375 mL TFA (50 mM) versetzen
Fir 20 min auf einer Heizplatte unter riithren erhitzen bis 95 °C

Auf Eis abkiihlen

1200 bzw. 1500 mL Ethanol (4-fache Menge) zugeben

Mindestens 3 h prézipitieren lassen

Riickstand abzentrifugieren (10 min, 5000 rpm), waschen (3 x 80% Ethanol,
2 x 100 % Ethanol, 2 x Aceton) und trocknen (= Kapitel 8.2.8)

Uberstand unter Lichtausschluss am Rotationsverdampfer (max. 40 °C) auf ca.
100 mL einengen

Zentrifugieren (Uberstand > Amberlite)

Aufreinigung mittels Amberlite XAD-2 (Supelco, Saulenvolumen ca. 300 mL)

(gesamt 4 Durchlédufe + einer mit vereinigten H2O-Fraktionen, unter Lichtausschluss)

Konditionieren mit 300 - 600 mL Methanol und 500 - 600 mL VE-Wasser
Ca. 50 mL des eingeengten Uberstands nach Ethanolfdllung aufgeben
Mit 600 mL VE-Wasser waschen (H20-Fraktion)

Mit 600 ml Methanol/Wasser (50/50, v/v) eluieren (MeOH/H20-Fraktion)
Mit 500 mL Methanol spiilen (MeOH-Fraktion)

Alle vier H20O-Fraktionen vereinigen, einengen und nochmal mittels Amberlite

fraktionieren (es waren noch ferulasiurehaltige Komponenten nachweisbar)

Alle funf MeOH/H20-Fraktionen am Rotationsverdampfer einengen, vereinigen

und weiter einengen auf ca. 10,5 mL - Sephadex

Fraktionierung mittels Sephadex LH-20 (1 Lauf, unter Lichtausschluss)
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Vereinigte und eingeengte Amberlite MeOH/H20-Fraktionen auf praparatives
LC-UV-System aufgeben und Lauf starten

Gesammelte Fraktionen entsprechend Chromatogramm (s. Abbildung A5, Kapitel
9.1) vereinigen und am Rotationsverdampfer einengen

Einfrieren und gefriertrocknen



8.2 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide

LC-UV-Bedingungen (priaparatives System):

Saulenmaterial: Sephadex LH-20 (Sigma)
Fluss: 0,5 mL/min (nach 75,5 h umgestellt auf 0,2 mL/min)
Eluent: VE-Wasser, isokratisch

Injektionsvolumen: 10 mL
Saulentemperatur: Raumtemperatur
Detektion: UV, 350 nm (nach 75,5 h umgestellt auf 325 nm)

Fraktionensammler: 6 min pro Glaschen

8.2.7 ldentifizierung der isolierten Arabinoxylanseitenketten

Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung
e Methanolyse mit TFA-Hydrolyse = s. Kapitel 8.2.1

Bestimmung des Molekulargewichts und der UV-Spektren

e Kleine Menge gefriergetrocknete Fraktion in Methanol/Wasser (50/50, v/v) lésen
e Mittels HPLC-DAD/MS analysieren

HPLC-DAD/MS-Bedingungen:

Saule: Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm PartikelgroBe)
Fluss: 0,5 mL/min

Injektionsvolumen: 20 pL

Saulentemperatur: Raumtemperatur

Detektion (DAD): Spectra: 200 - 600 nm, Filterbandweite: 9 mm, Channel: 325 nm
Detektion (MS): ESI im positiven Modus, Full Scan

Gradient: s. Tabelle V8

Tabelle V8: Gradientenprogramm zur Analyse der isolierten Arabinoxylanseitenketten mit Ferulasdure
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Diodenarraydetektor und massenspektro-
metrischem Detektor. Eluent A: 0,1 % Ameisensaure in bidest. H,0, Eluent B: Methanol.

Zeit in min Eluent Ain % Eluent Bin %
0 88 12
5 88 12
30 0 100
35 0 100
36 88 12
40 88 12
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NMR

e C(Ca. 2 mg der gefriergetrockneten Fraktion in 200 uL D20 16sen, gefriertrocknen
e In 200 pL D20 aufnehmen, gefriertrocknen
e In 500 pL D20 aufnehmen, fir NMR-Messung 1uL Aceton zugeben

NMR-Spektroskopie:
Referenzierung: Aceton (6u = 2,22 ppm; 8¢ = 30,89 ppm)

Pulssequenzen: Alle Experimente wurden mit den Standardparametersatzen der
Firma Bruker durchgefiihrt, im Modus ,Non-Uniform Sampling“
(NUS) wurde jeweils ein NUS-Anteil von 50 % eingestellt

H zg30 (Scanzahl: 16)

HSQC hsqcedetgp (Scanzahl: 4; NUS)
HSQC-TOCSY hsqcetgpml (Scanzahl: 16; NUS)
HMBC hmbcgplpndgf (Scanzahl: 8; NUS)
H2BC h2bcetgpl3 (Scanzahl: 32; NUS)

8.2.8 Préaparative Gewinnung weiterer Arabinoxylooligosaccharide

Enzymatische Hydrolyse (2 x 2 Durchginge, unter Lichtausschluss)

e Ca. 15,8 g bzw. 22,2 g Riickstand nach TFA-Hydrolyse und Ethanolfdllung (s.
Kapitel 8.2.6) in 300 bzw. 420 mL VE-Wasser aufnehmen

e pH mit NaOH (2 M) auf 6,3 einstellen

e 314 bzw. 439 uL endo-Xylanase (AB Vista) zugeben

e Im Wasserbad bei 80 °C fiir 6 h inkubieren, alle 30 min schwenken

e Bei 100 °C inaktivieren und direkt auf Eis abkiihlen

e Uberstand abzentrifugieren und durch Miracloth filtrieren

e Rickstand aufschlemmen, nochmal zentrifugieren und Uberstande vereinigen

e Riickstand waschen (2 x Ethanol, 2 x Aceton)

e Uberstand am Rotationsverdampfer auf ca. 100 mL einengen

o Mit 4-facher Menge Ethanol fillen und tiber Nacht prazipitieren lassen

e Zentrifugieren

¢ Riickstand in H20 aufnehmen und gefriertrocknen

e Uberstand am Rotationsverdampfer einengen auf ca. 30 mL > Amberlite

Aufreinigung mittels Amberlite XAD-2
(4 Durchlaufe + 2 Durchléufe mit vereinigten H2O-Fraktionen, unter Lichtausschluss)

e Probe: Eingeengter Uberstand nach Enzymhydrolyse und Ethanolfallung
e Vorgehen s. Kapitel 8.2.6

e Vereinigte H2O-Fraktion (Oligosaccharide ohne Ferulasidure) = Bio-Gel
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e Vereinigte MeOH/H20-Fraktion (Oligosaccharide mit Ferulasidure) = Sephadex
e Vereinigte MeOH-Fraktion 2 aufbewahrt

Fraktionierung der H2O-Fraktion mittels Bio-Gel P2 (3 Laufe)

e Vereinigte und eingeengte H20-Fraktion nach Enzymhydrolyse und Amberlite auf

praparatives LC-RID-System aufgeben und Lauf starten

e Gesammelte Fraktionen entsprechend Chromatogramm (s. Abbildung A6, Kapitel

9.1) vereinigen und am Rotationsverdampfer einengen

e Kinfrieren und gefriertrocknen

LC-RID-Bedingungen (priparatives System):

Saulenmaterial:
Fluss:

Eluent:
Injektionsvolumen:
Saulentemperatur:
Detektion:

Bio-Gel P2 (Bio-Rad)
1 mL/min
VE-Wasser

10 mL

45 °C

RI

Fraktionensammler: 2,5 min pro Gliaschen

Fraktionierung mittels Sephadex LH-20 (2 Liufe, unter Lichtausschluss)

e Vereinigte und eingeengte MeOH/H20-Fraktion nach Enzymhydrolyse und

Amberlite auf priaparatives LC-UV-System aufgeben und Lauf starten

e Gesammelte Fraktionen entsprechend Chromatogramm (s. Abbildung A7, Kapitel

9.1) vereinigen und am Rotationsverdampfer einengen

o Einfrieren und gefriertrocknen

LC-UV-Bedingungen (priaparatives System):

Saulenmaterial:
Fluss:

Eluent:
Injektionsvolumen:
Saulentemperatur:
Detektion:

Fraktionensammler:

Sephadex LH-20 (Sigma)

0,5 mL/min (nach 27,6 bzw. 30 h umgestellt auf 1 mL/min)
VE-Wasser, isogratisch

10 mL

Raumtemperatur

UV, 350 nm (nach 27,6 bzw. 30 h umgestellt auf 325 nm)

6 min pro Glaschen
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8.2.9 Bestimmung der phenolischen Sduren und Oligoferulasiure

25 mg ZM in ein 15 mL-Pyrexglas einwiegen + Rihrfisch
NaOH (2 M) mit Stickstoff begasen und 2,5 mL zur Probe zugeben
Pyrexglas mit Stickstoff fluten und gut verschlieBen
18 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss und Riihren verseifen
Mit konz. HCI auf pH < 2 anséuern (ca. 0,5 mL, mit pH-Papier priifen)
Interne Standardsubstanzen zugeben
o Monomere: 6 - 150 uL ortho-Cumarsiure-Losung (1 mg/ml MeOH)
o Dimere: 20 - 100 pL 5-5(Mono-)Methyl-DFS-Lésung (100 pg/mL THF/H20)
3 x mit 1 mL Diethylether extrahieren (Vortexen, zentrifugieren bei max.
2000 rpm, 2 - 3 min und organische Phasen vereinigen)
Diethylether unter Stickstoff bis zur Trockene abdampfen
Riickstand in 200 - 1000 pL. MeOH/H20 (50/50, v/v) aufnehmen (gut vortexen,
Losung sollte klar sein)
Losung mittels HPLC-DAD analysieren

Herstellung von cis-Ferulasiure:

2 mL trans-Ferulasiure (10 mg/mL MeOH) fiir 4 h mit 254 nm behandeln
Bei eindampfen Analyten wieder in 2 mL Methanol aufnehmen

Konzentration uber die Messung der trans-Ferulasdure bestimmen

HPLC-DAD-Bedingungen:

Saule:

Fluss:

Luna Phenyl-Hexyl (250 x 4,6 mm, 5 pm)

1 mL/min

Injektionsvolumen: 20 pL

Saulentemperatur: 45 °C

Detektion: DAD, 280 nm (Monomere und Dimere)
Gradient: s. Tabelle V9
Kalibrierung: Monomere: linear (6-Punkt-Kalibrierung)
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- 4-Hydroxybenzaldehyd: 1; 5; 10; 15; 20 und 25 pg/mL

- trans-para-Cumarsaure: 1; 5; 10; 15; 20 und 25 pg/mL

- trans-Ferulasdure: 1; 25; 50; 75; 100 und 125 pg/mL

- cis-Ferulasiure: 0,4; 13,4; 26,7; 40,1; 53,5 und 66,8 pg/mL
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Tabelle V9: Gradientenprogramm zur Analyse der phenolischen Sdauren und Oligoferulasduren mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Diodenarraydetektor. Eluent A: 1 mM Trifluoressig-
saure (TFA), Eluent B: Methanol/1 mM TFA (90/10, v/v) Eluent C: Acetonitril/1 mM TFA (90/10, v/v).

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
Trennung monomerer Komponenten
0 87 0 13
10 87 0 13
20 77 3 20
25 70 5 25
30 25 25 50
35 0 50 50
40 0 50 50
45 87 0 13
50 87 0 13
Trennung oligomerer Komponenten
0 82 0 18
15 82 0 18
20 80 0 20
25 72 3 25
30 70 5 25
55 70 5 25
60 65 5 30
65 55 5 40
70 55 5 40
73 0 20 80
78 0 20 80
82 82 0 18
87 82 0 18
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8.3 Charakterisierung der zugesetzten Komponenten

8.3.1 HPAEC-PAD/MS-Methode fiir (Arabino-)Xylooligosaccharide

e Probel6sung entsprechend verdiinnen, dabei Isomaltotriose als internen Standard
zugeben (Endkonzentration: 10 pM)
o Mittels HPAEC-PAD bzw. HPAEC-PAD/MS analysieren

HPAEC-PAD/MS-Bedingungen:

Saule: Dionex CarboPac PA200 (6 pm, 250 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
Fluss: 0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 pL

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion (PAD): AgCl-Elektrode, 20 °C, Waveform: Carbohydrates(Quad-Potential)

Detektion (MS): Elektrolytisch regenerierender Suppressor (Gegenstrom mit
Wasser), anschlieBend Kontrolle der Entsalzung mittels
Leitfahigkeitsdetektor

Zugabe von 0,5 mM LiCl-Losung (0,05 mL/min) fiir Adduktbildung

ESI im Positiv-Modus: Full-Scan (150 - 850) und SIM
(entsprechende m/z der einzelnen (A)XOS, s. Tabelle V11)

Gradient: s. Tabelle V10

Tabelle V10: Gradientenprogramm zur Analyse der (Arabino-)Xylooligosaccharide mittels Hochleistungs-
anionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischem Detektor sowie massenspektro-
metrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M
NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0,0 0,0 100,0
-20,0 0,0 0,0 100,0
-19,9 90,0 10,0 0,0

0,0 90,0 10,0 0,0
10,0 35,0 65,0 0,0
18,0 35,0 63,5 1,5
22,0 35,0 63,5 1,5
50,0 35,0 53,0 12,0
50,1 0,0 0,0 100,0
60,0 0,0 0,0 100,0
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Tabelle V11: Komponentenliste fiir die massenspektrometrische Detektion zur Analyse der
(Arabino-)Xylooligosaccharide ((A)XOS) mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie.
Gemessen werden Lithiumaddukte (m/z: Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis).

(A)X0S Startzeitin min  Endzeit in min m/z
X2 4,2 18,2 289,2
X3 9,9 23,9 421,2
Xa 18,1 32,1 553,3
Xs 25,0 39,0 685,3
Xe 28,7 42,7 412,2

AZXX 30,4 44,4 553,3
A3X 32,1 46,1 421,2

XA2XX 33,9 47,9 685,3

XA3XX 35,0 49,0 685,3

AZHXX 41,3 55,3 685,3

8.3.2 Analyse der Mono- und Oligosaccharide der Xylooligosaccharid-Probe
Extraktion:

e 10 - 25 mg Probe in ein Eppendorf-Reaktionsgefill einwiegen
e Zugabe von 200 pL bidest. H20

e Inkubation fiir 30 min im Schiittelinkubator (40 °C)

e Zugabe von 800 pL 99%igem Ethanol

e Priazipitatbildung abwarten (mind. 30 min)

e Riickstand abzentrifugieren (12000 rpm, 10 min)

e Uberstand im Evaporator bis zur Trockene eindampfen

e Zugabe von 200 pL bidest. H20, nochmals zentrifugieren - Oligosaccharidfraktion

Analyse freier Monosacharide

e Uberstand verdiinnen und direkt mittels HPAEC-PAD mit dem Monosaccharid-
Gradienten (s. Kapitel 8.2.1, Tabelle V3) analysieren

Analyse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktion

e 10 pL des Uberstands in ein GC-Vial geben und zur Trockene eindampfen
e Methanolyse mit anschlieBender TFA-Hydrolyse wie in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben
durchfiihren und mittels HPAEC-PAD analysieren

Analyse der Oligosaccharide

e Uberstand verdiinnen, dabei Isomaltotriose zugeben und mit der in Kapitel 8.3.1
beschriebenen HPAEC-PAD/MS-Methode fiir (A)XOS analysieren
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8.3.3 Charakterisierung der Xylanase

Test zur Freisetzung von Oligosacchariden aus den Einzelfuttermitteln

Ca. 5 mg Probe (UZM, LZM von Mais und Soja) in Eppendorf-Reaktionsgefa3 geben
350 pL bidest. H2O zugeben, vortexen, 1 h bei Raumtemperatur hydratisieren
lassen

Zugabe von 5 pL. Enzymlésung unterschiedlicher Aktivitdten (0 x, 2 x und 100 x
Standarddosis von 16000 BXU/kg)

Bei 40 °C fiir 4 h inkubieren

Zugabe von 1400 pL Ethanol zur Inaktivierung

Zentrifugieren

100 pL des Uberstands in ein HPAEC-Vial tiberfithren und evaporieren

In 100 pL 10 uM Isomaltotriose-Losung aufnehmen

Mittels HPAEC-PAD/MS mit den in Kapitel 8.4.5 beschriebenen HPAEC-

Bedingungen fiir die Analyse mehrere Oligosaccharide nebeneinander analysieren

Inaktivierungstests
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5 mg Xylan aus Buchenholz in Eppendorf-Reaktionsgefall einwiegen und in H20
oder Ethanol/H:20 (50 % bis 80 %) aufnehme

endo-Xylanase zugeben (Negativkontrolle ohne Enzymzugabe mitfiihren)
Inaktivieren (vortexen, zentrifugieren, auf 98 °C erhitzen fiir 5 min, fiir 15 min im
Ultraschallbad behandeln; Positivkontrolle ohne Inaktivierung mitfithren)
Inkubieren bei 80 °C fiir 2 h

Ggf. Ethanol evaporieren und Rickstand in H20 aufnehmen oder zentrifugieren,
Uberstand iiberfithren, evaporieren und Riickstand in H20 aufnehmen

Mittels HPAEC-PAD messen (HPAEC-Bedingungen s. Kapitel 8.2.3 Arabinan-
profiling oder Kapitel 8.3.1 HPAEC-Methode fiir (A)XOS)



8.4 Analyse der Ileumproben

8.4 Analyse der Ileumproben

8.4.1

8.4.2

Extraktion

100 mg gefriergetrocknete Ileumprobe in Eppendorf-Reaktionsgefall einwiegen
1000 pL 80%iges Ethanol zugeben und vortexen

Fiir 30 min bei 40 °C im Schiittler extrahieren (800 rpm)

Vortexen, 1 min stehen lassen, zentrifugieren

Uberstand in 15-mL-Zentrifugenréhrchen tiberfithren

Riickstand in 1000 uL Ethanol (80 %) aufnehmen, vortexen
Fir 10 min bei 40 °C im Schiittler extrahieren
Vortexen, 1 min stehen lassen, zentrifugieren

Uberstand mit vorherigem Uberstand in 15-mL-Zentrifugenrshrchen vereinigen

Riickstand in 500 puL Ethanol (80 %) aufnehmen, vortexen
Fir 10 min bei 40 °C im Schiittler extrahieren
Vortexen, 1 min stehen lassen, zentrifugieren

Uberstand mit vorherigen Ubersténden in 15-mL-Zentrifugenréhrchen vereinigen

Vereinigte Uberstande im Evaporator einengen (ca. 3 h)

Mit H20 auf ca. 2 mL auffiillen

Einfrieren (-80 °C) und iiber Nacht gefriertrocknen (Vorsicht: Kann tiberkochen)
Gefriergetrockneter Rickstand in 1 mL bidest. H20 aufnehmen

Gut vortexen und bei Raumtemperatur lésen lassen

Zentrifugieren

Uberstand in neues Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfithren > NLKH-Fraktion
Ileum (fiir freie Monosaccharide + RFO und SPE)

Im Gefrierschrank aufbewahren

Riickstand waschen (2 x Ethanol, 1 x Aceton) und trocknen

Bestimmung der freien Monosaccharide und Raffinoseoligosaccharide

Proben (NLKH-Fraktion Ileum) verdiinnen und dabei 2-Desoxy-D-Glucose als
internen Standard zugeben (Endkonzentration: 25 uM)
Mittels HPAEC-PAD messen
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HPAEC-PAD-Bedingungen:

Saule:
Fluss:
Injektionsvolumen:
Saulentemperatur:

Detektion:

Gradient:

Kalibrierung:

Dionex CarboPac PA20 (6 ym, 150 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

25 uLL

25 °C

gepulst amperometrisch (PAD), AgCl-Elektrode (20 °C, IntAmp)
Waveform: Carbohydrates (Quad-Potential)

s. Tabelle V12

10 Monosaccharide, Quadratisch (zwei 5-Punkt-Kalibrierungen):
Fucose, Rhamnose, Arabinose, Galactose, Glucose, Xylose,
Mannose, Fructose, Galacturonsiure, Glucuronsiure

(1, 6, 12, 18 und 25 pM; 25, 50, 75, 100 und 125 pM)

RFO (zwei 5-Punkt-Kalibrierungen, Verbascose nur unterer
Bereich): Raffinose, Stachyose, Verbascose
(1, 6, 12, 18 und 25 uM; 25, 50, 75, 100 und 125 pM)

Interner Standard: 2-Desoxy-D-Glucose (25 uM)

Tabelle V12: Gradientenprogramm zur Bestimmung der freien Monosaccharide und Oligosaccharide der

Raffinose-Familie

mittels  Hochleistungsanionenaustauschchromatographie = und  gepulst

amperometrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH +

0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-20,0 0 100 0
-10,0 0 100 0

-9,9 90 10 0
0,0 90 10 0
1,5 97 3 0
22,0 97 3 0
32,0 0 100 0
37,0 0 100 0
37,1 0 60 40
52,0 0 60 40
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8.4.3

Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (nPGC-SPE)

nPGC-SPE:

Probe (NLKH-Fraktion Ileum) auftauen, vortexen und zentrifugieren
Aufreinigung mittels nPGC (250 mg, 3 mL, Supelclean ENVI-Carb, Sigma-Aldrich)
o Konditionieren:
Acetonitril (3 x 1 mL)
H20 (3 x 1 mL)
o Probe aufgeben (400 pL)
o Waschen (Eluat verwerfen):
H20 (2 x 1 mL)
H20 (2 x 2 mL)
o Eluieren (Eluat in 4-mL-Glischen auffangen = enthilt Oligosaccharide)
Acetonitril/H20 mit Ameisensaure (50/50, v/v mit 0,1 %) (3 x 1 mL)
o Rekonditionieren:
Acetonitril (4 x 1,5 mL)
H20 (4 x 1,5 mL)
Acetonitril (2 x 1,5 mL)
o Zweiter Zyklus (nochmal Konditionieren, Probe aufgeben, Waschen,

Eluieren) und anschlieBend Kartusche entsorgen

Acetonitril/H20-Eluat (Oligosaccharide) trocknen:

Eluat im Evaporator einengen (ca. 3 h)

Acetonitril-freie Losung einfrieren (-80 °C)

Uber Nacht gefriertrocknen

Rickstand in 400 uL bidest. H20 aufnehmen, vortexen

1600 pL. Ethanol zugeben, vortexen

Zur Trockene eindampfen

Zweimal 1000 pL. Ethanol zugeben und zur Trockene eindampfen

In 400 pL bidest. H:O aufnehmen - Oligosaccharid-Fraktion Ileum (fiir Mono-

saccharidzusammensetzung und Oligosaccharidprofil)

Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

Je Probe (Oligosaccharid-Fraktion) 20 pL in 1,5-mL-Vial geben

Im Evaporator zur Trockene eindampfen (ca. 25 min)

500 pL TFA-Losung (2 M) hinzugeben, vortexen

Fest verschlieen und 1 h bei 121 °C im Trockenschrank behandeln
Abkiihlen lassen und im Evaporator zur Trockene eindampfen (ca. 2 — 2,5 h)
Zweimal je 200 pL Ethanol (99 %) hinzufiigen und zur Trockene eindampfen
In 200 pLL H20 aufnehmen
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8 Arbeitsvorschriften

e Verdiinnen, dabei 2-Desoxy-D-Glucose als internen Standard zugeben
(Endkonzentration: 25 pM)
e Mittels HPAEC-PAD messen wie in Kapitel 8.2.1 beschrieben

8.4.5 HPAEC-PAD/MS-Methode zur Bestimmung des Oligosaccharidprofils

e Probenlésung nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion) entsprechend
verdiinnen (1:10 bzw. 1:20), dabei Isomaltotriose als interner Standard zugeben
(Endkonzentration: 10 uM)

o Mittels HPAEC-PAD/MS mit SIM-Spuren analysieren

Generierung der Invertaseabbauprodukte der RFO als Oligosaccharidstandards:

e 100 pL RFO-Lésung (100 pM; Raffinose, Stachyose, Verbascose) mit 10 pL
Invertaselésung (1 mg/mL; Sigma-Aldrich) und 90 pL bidest. H2O versetzen
e Fir 2 h bei 40 °C inkubieren (Endpunktverdau)

e Bei 98 °C fliir 3 min inaktivieren

HPAEC-PAD/MS-Bedingungen:

Saule: Dionex CarboPac PA200 (6 pm, 250 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
Fluss: 0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 uL

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion (PAD): AgCl-Elektrode, 20 °C, Waveform: Carbohydrates(Quad-Potential)

Detektion (MS): Elektrolytisch regenerierender Suppressor (Gegenstrom mit
Wasser), anschlieBend Kontrolle der Entsalzung mittels
Leitfahigkeitsdetektor

Zugabe von 0,5 mM LiCl-Lésung (0,05 mL/min) fiir Adduktbildung

ESI im Positiv-Modus: Full-Scan (150 - 850) und SIM
(entsprechende m/z der einzelnen Oligosaccharide, s. Tabelle V14)

Gradient: s. Tabelle V13
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8.4 Analyse der Ileumproben

Tabelle V13: Gradientenprogramm zur Analyse verschiedener Oligosaccharide nebeneinander mittels
Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischem sowie massen-
spektrometrischem Detektor. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH +
0,5 M NaOAc.

Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-30,0 0,0 0,0 100,0
-20,0 0,0 0,0 100,0
-19,9 90,0 10,0 0,0

0,0 90,0 10,0 0,0
20,0 35,0 65,0 0,0
28,0 35,0 63,5 1,5
32,0 35,0 63,5 1,5
60,0 35,0 53,0 12,0
62,0 35,0 53,0 12,0
62,1 0,0 0,0 100,0
77,0 0,0 0,0 100,0

Tabelle V14: Komponentenliste fiir die massenspektrometrische Detektion zur Analyse verschiedener
Oligosaccharide nebeneinander mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie. Alle
Spuren werden ab Minute 5 bis Minute 65 aufgenommen. Gemessen wird jeweils das Masse-zu-
Ladungs-Verhiltnis (m/z) des dominierenden Lithiumaddukts, meist einfach geladen, bei hcheren
Oligosacchariden zweifach geladen (+2). In der Profilingmethode integriert sind Xylo (X)-, Arabinoxylo-,
Cello (C)-, Manno (Man)-, Malto (Mal)-, Arabinan (A)- und Galactan (G)-Oligosaccharide, Oligosaccharide
der Raffinose-Familie und deren Invertase-Abbauprodukte (xGal+Glc) sowie Arabinoxylanseitenketten.

Zusammensetzung m/z Oligosaccharide

2 Pentosen 289,2 XA, AX, X2, A-2b, A-2c

3 Pentosen, X3, A3X, A-3a, A-3b,

5 Hexosen (2+) 4214 Mans, (Cs)

4 Pentosen 553,5 Xa, AZXX

5 Pentosen 685,6 X5, XAZXX, XA3XX, AZ3XX

6 Pentosen (2+) 412,3 Xe

2 Hexosen 349,3 Saccharose, Gal+Glc, Man;, G-2a, C2, Malz
3 Hexosen 511,4 2Gal+Glc, Mans, Raffinose, Isomaltotriose, C3, G-3a, Mals
4 Hexosen 673,6 3Gal+Glc, Mana, Stachyose, C4, Mals

6 Hexosen (2+) 502,4 Mans, (Cs)

1 Hexose + 1 Pentose 319,3 G-2¢, G-2b

2 Hexosen + 1 Pentose 481,4 G-3c, G-3b

3 Hexosen + 1 Pentose 643,6 G-4a
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8.4.6 Bestimmung von Arabinan- und Galactanoligosacchariden

e Probenlésung nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion) entsprechend
verdiinnen

o Mittels HPAEC-PAD/MS analysieren mit den in Kapitel 8.2.3 beschriebenen
HPAEC-PAD-Bedingungen

8.4.7 Abbau storender Oligosaccharide zur Analyse der Bindungstypen

Enzymverdau:

e 400 pL Probe (NLKH-Fraktion Ileum) in Eppendorf-Reaktionsgefd3 geben

e 40 uLL Enzym-Mix zugeben

(Invertase 1 mg/mL, a-Galactosidase 0,5 mg/mL, Amyloglucosidase 1 mg/mL)
Fiir 2,5 h bei 40 °C im Schiittler (400 rpm) inkubieren

In der Zwischenzeit nPGC-Kartuschen konditionieren

5 min abkihlen lassen

e Kurz zentrifugieren (zur Entfernung der Tropfen im Deckel)

e Gesamte Probe auf nPGC aufgeben

nPGC-SPE:
e Aufreinigung mittels nPGC (EnviCarb, 250 mg, 3 mL) und anschlieBend Eluat

trocknen wie in Kapitel 8.4.3 beschrieben, mit folgender Abweichung:
o Beim Waschschritt mit mehr H20 spiilen (2 x 1 mL und 4 x 2 mL H20)
o - Oligosaccharid-Fraktion Ileum mit Enzymverdau

Monosaccharidzusammensetzung nach TFA-Hydrolyse:

e TFA-Hydrolyse mit den Proben nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion

Ileum mit Enzymverdau) wie in Kapitel 8.4.4 beschrieben durchfiihren

Methylierungsanalyse:

e 250 pL Probe nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion Ileum mit
Enzymverdau) in ein Pyrexglas geben, einfrieren und gefriertrocknen
e Methylierungsanalyse wie in Kapitel 8.2.2 beschrieben durchfithren mit folgender
Abweichung:
o Es wird im halben Ansatz gearbeitet (alle Chemikalienmengen halbiert)
e Die Messung erfolgt mittels GC-FID (DB-225) und GC-MS (DB-225 MS und DB-5
MS)
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8.5 Analyse der Caecumproben

8.5 Analyse der Caecumproben

8.5.1 Extraktion

Gefriergetrocknete Proben mit Eppendorf-Reaktionsgefal wiegen
Proben in 15-mL-Zentrifugenréhrchen tberfithren und mit Spatel zermahlen
Leeres Eppendorf-Reaktionsgefall wiegen

Zur Probe 2 mL 80%iges Ethanol zugeben und gut vortexen
Zentrifugenrohrchen drehen um sicherzustellen, dass alles benetzt ist
30 min bei 40 °C inkubieren (alle 10 min schiitteln)

Zentrifugieren (2000 rpm, 2 min)

Uberstand in 15-mL-Zentrifugenrshrchen iiberfithren

Riickstand in 1 mL Ethanol (80 %) aufnehmen und mit Spatel umriihren
10 min auf Schiittler (40 °C) extrahieren (ca. 900 rpm), zentrifugieren

Uberstand mit vorherigem Uberstand in-15 mL- Zentrifugenréhrchen vereinigen

Riickstand in 1 mL Ethanol (80 %) aufnehmen
10 min auf Schiittler (40 °C) extrahieren, zentrifugieren

Uberstand mit anderen vereinigen

Riickstand in 1 mL Ethanol (80 %) aufnehmen
10 min auf Schiittler (40 °C) extrahieren, zentrifugieren

Uberstand mit anderen vereinigen

Vereinigte Uberstinde in Evaporator einengen um Ethanol zu entfernen (ca. 4 h)
Auf ca. 2 mL mit H20 auffiillen

Einfrieren (-80 °C) und iiber Nacht gefriertrocknen (Vorsicht: Kann tiberkochen)
Gefriergetrockneter Rickstand in 1 mL bidest. H20 aufnehmen

Gut vortexen, mindestens 15 min bei Raumtemperatur alle 3 - 5 min vortexen
Zentrifugieren (12 min, 5000 rpm)

Uberstand in neues Eppendorf-Reaktionsgefil tiberfithren - NLKH-Fraktion
Caecum (fiir SPE)

Im Gefrierschrank aufbewahren
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8.5.2 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (C18-nPGC-SPE)
C18-SPE:

e Probe (NLKH-Fraktion Caecum) auftauen, vortexen und zentrifugieren
e Aufreinigung mittels C18 (500 mg, 3 mL, Chromabond Cis, Macherey-Nagel)
o Konditionieren:
Methanol/H=0 (80/20, v/v) (1 x 2,5 mL)
H:20 (3 x 2,5 mL)
o Probe aufgeben (400 pL)
o Eluieren (Eluat in 15-mL-Zentrifugenréhrchen auffangen = nPGC)
H:0 (2 x 1mL)
H:0 (2 x 2mL)

nPGC-SPE:

e AnschlieBende Aufreinigung mittels nPGC (250 mg, 3 mL, Supelclean ENVI-Carb,
Sigma-Aldrich)
o Konditionieren:
Acetonitril (3 x 1 mL)
H:0 (3 x 1 mL)
o Probe (wissriges Eluat nach C18) schrittweise aufgeben und Eluat in
15-mL-Zentrifugenréhrchen auffangen
o 1. Elution (Eluat in gleichem 15-mL-Zentrifugenréhrchen auffangen -
H20-Eluat, enthilt Monosaccharide):
H:0 (2 x 1 mL)
H:0 (1 x 2 mL)
o 2. Elution (Eluat in 4-mL-Glischen auffangen - Acetonitril/H20-Eluat,
enthilt Oligosaccharide)
Acetonitril/H20 (50/50, v/v) (3 x 1 mL)
o Rekonditionieren (Eluat verwerfen):
Acetonitril (4 x 1,5 mL)
H20 (4 x 1,5 mL)
Acetonitril (2 x 1,5 mL)
o Zweiter Zyklus (nochmal Konditionieren, Probe aufgeben, 1. Elution,
2. Elution) und anschlieBend Kartusche entsorgen

H:>0-Eluat trocknen:

e H:0-Eluat einfrieren und gefriertrocknen
e Rickstand in 400 uL bidest. H2O aufnehmen - Monosaccharid-Fraktion Caecum
(fiir freie Monosaccharide)

178



8.5 Analyse der Caecumproben

Acetonitril/H20-Eluat (Oligosaccharide) trocknen:

8.5.3

8.5.4

8.5.5

Acetonitril/H2O-Eluat im Evaporator einengen (ca. 3 h)

Acetonitril-freie Losung einfrieren (-80 °C)

Uber Nacht gefriertrocknen

Rickstand in 400 pL bidest. H2O aufnehmen, vortexten

1600 pL Ethanol zugeben, vortexen

Zur Trockene eindampfen

1000 pL: Ethanol zugeben und wieder zur Trockene eindampfen

Rickstand in 400 pL bidest. H2O aufnehmen - Oligosaccharid-Fraktion Caecum
(fiir Monosaccharidzusammensetzung und Oligosaccharidprofil)

Bestimmung der freien Monosaccharide

Proben (Monosaccharid-Fraktion Caecum) zentrifugieren und verdiinnen, dabei
2-Desoxy-D-Glucose als internen Standard zugeben (Endkonzentration: 25 pM)
Mit den in Kapitel 8.2.1 beschriebenen HPAEC-PAD-Bedingungen analysieren

Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

TFA-Hydrolyse wie in Kapitel 8.4.4 beschrieben durchfiihren mit folgenden
Abweichungen:
o 46 uL Proben (Oligosaccharid-Fraktion Caecum) in 1,5-mL-Vial geben
o Am Ende in 115 pL bidest. H20 aufnehmen
o Verdinnen, dabei 2-Desoxy-D-Glucose als internen Standard zugeben
(Endkonzentration: 25 uM)
o Mittels HPAEC-PAD unter Verwendung der Aminotrap mit den in Kapitel

8.2.1 aufgefiihrten Bedingungen (Monosaccharidbestimmung) messen

Bestimmung von Rhamnose und Arabinose neben Galactosamin

Probe entsprechen verdiinnen, dabei 2-Desoxy-D-Glucose als internen Standard
zugeben (Endkonzentration: 25 pM)
Mittels HPAEC-PAD analysieren
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HPAEC-PAD-Bedingungen:

Saule:
Fluss:

Dionex CarboPac PA20 (6 ym, 150 mm x 3 mm, Thermo Scientific)
0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 pL

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion: gepulst amperometrisch (PAD), AgCl-Elektrode (20 °C, IntAmp)
Waveform: Carbohydrates (Quad-Potential)

Gradient: s. Tabelle V15

Kalibrierung: 3 Monosaccharide, Quadratisch (5-Punkt-Kalibrierungen):

Galactosamin, Rhamnose, Arabinose
(1, 6, 12, 18 und 25 uM)

Interner Standard: 2-Desoxy-D-Glucose (25 uM)

Tabelle V15: Gradientenprogramm zur Bestimmung von Galactosamin, Rhamnose und Arabinose mittels
Hochleistungsanionenaustauschchromatographie und gepulst amperometrischem Detektor. Eluent A:
Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M NaOH, Eluent C: 0,1 M NaOH + 0,5 M NaOAc.

8.5.6

8.5.7
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Zeit in min Eluent Ain % EluentBin % Eluent Cin %
-20,0 0,0 100,0 0,0
-10,0 0,0 100,0 0,0

-9,9 98,5 1,5 0,0
0,0 98,5 1,5 0,0
0,5 98,5 1,5 0,0
1,0 97,0 3,0 0,0
11,5 97,0 3,0 0,0
11,6 0,0 60,0 40,0
22,0 0,0 60,0 40,0

Bestimmung des Oligosaccharidprofils

Probenlésung nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion Caecum)
entsprechend verdiinnen (1:2), dabei Isomaltotriose als internen Standard zugeben
(Endkonzentration: 10 uM)

Mittels HPAEC-PAD/MS mit SIM-Spuren messen wie in Kapitel 8.4.5 beschrieben
(Methode zur Bestimmung des Oligosaccharidprofils)

Bestimmung von Arabinan- und Galactanoligosacchariden

Probenlésung nach SPE-Aufreinigung (Oligosaccharid-Fraktion Caecum)
entsprechend verdiinnen

Mittels HPAEC-PAD/MS analysieren mit den in Kapitel 8.2.3 beschriebenen
HPAEC-PAD-Bedingungen (Arabinan- und Galactanprofiling)



9.1 Abbildungen

9. Anhang (Abbildungen und Tabellen)
9.1 Abbildungen
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Abbildung A1: Struktur von trans-Ferulasdure sowie ausgewahlten Dehydrodiferulasiduren (DFS)
(c: cyclisch)
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Abbildung A2: Typische Strukturelemente der Xyloglucane mit der liblichen Benennung nach Fry und
Mitarbeitenden (1993) (Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Gal: Galactose, Fuc: Fucose, p: -pyranose, f: -furanose)
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Abbildung A3: Strukturen der Arabinanoligosaccharide (nur detektierte bzw. im Oligosaccharid-Profiling
integrierte Arabinanoligosaccharide gezeigt, nach Wefers & Bunzel (2016))
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Abbildung A4: Strukturen der Galactanoligosaccharide (schwarz: Galactose, griin: Arabinose; nach

Wefers & Bunzel (2016))
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Abbildung A5: Chromatogramm (UV-Detektor) des Sephadex-Laufs der isolierten Arabinoxylanseiten-
ketten mit Ferulasdure nach milder TFA-Hydrolyse und Aufreinigung mittels Amberlite (MleOH/H,0-
Fraktion). Teil 1 (bis Minute 4534): Fluss 0,5 mL/min, 350 nm; Teil 2 (ab Minute 4534): Fluss 0,2 mL/min,
325 mn; weitere chromatographische Bedingungen s. Kapitel 8.2.6. (FA: 5-O-trans-Feruloyl-L-Arabino-
furanose, FAX: B-D-Xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-Feruloyl-L.-Arabinofuranose, FAXG: a-L-Galacto-

pyranosyl-B-b-Xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose)
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Abbildung A6: Chromatogramm (RID) des Bio-Gel-Laufs der isolierten Arabinoxylanoligosaccharide ohne
Ferulasdure nach enzymatischer Hydrolyse und Aufreinigung mittels Amberlite (H.O-Fraktion) mit den
gesammelten Fraktionen. Chromatographische Bedingungen s. Kapitel 8.2.8
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9.1 Abbildungen
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Abbildung A7: Chromatogramm (UV-Detektor) des Sephadex-Laufs der isolierten Arabinoxylanoligo-
saccharide mit Ferulasdure nach enzymatischer Hydrolyse und Aufreinigung mittels Amberlite
(MeOH/H,0-Fraktion) mit den gesammelten Fraktionen. Teil 1 (bis Minute 1800): Fluss 0,5 mL/min,
350 nm; Teil 2 (ab Minute 1800): Fluss 1 mL/min, 325 mn; weitere chromatographische Bedingungen

s. Kapitel 8.2.8
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Abbildung A8: Chromatogramme (HPAEC-PAD) von Standardmischungen gemessen mit der (Arabino-)
Xylooligosaccharid ((A)XOS)-Methode entwickelt im Rahmen der Masterarbeit von Lukas Sitter.
HPAEC-Bedingungen sind in Kapitel 8.3.1 aufgefiihrt (OS: Oligosaccharide, RFO: OS der Raffinose-
Familie, IMT: Isomaltotriose, Raf: Raffinose, Sta: Stachyose, Ver: Verbascose, Glc: Glucose, Ara:
Arabinose, Xyl: Xylose; modifiziert nach Sitter, 2022).
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9.1 Abbildungen
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Abbildung A9: Chromatogramm (HPAEC-PAD) der in den Darmproben detektierten Monosaccharide
(2-Desoxyglucose dient als interner Standard, Galactosamin koeluiert mit Rhamnose, Ribose eluiert bei
einer Retentionszeit von 24 Minuten; chromatographische Bedingungen s. Kapitel 8.2.1)
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Abbildung A10: Bestimmung der phenolischen Sauren sowie Dehydrodiferulasiauren (DFS) und Dehydro-
triferulasduren (TriFS) (mg/g UZM 1 Standardabweichung bzw. %, n = 3). A: Gehalte der DFS und TriFS
des unloslichen Zellwandmaterials (UZM) der vier Maisproben; B: Prozentuale Verteilung der DFS;
C: Prozentuale Verteilung der TriFS; D: Gehalte der DFS und TriFS des UZMs (c: cyclisch, nc: nicht-cyclisch,
THF: Tetrahydrofuran, dc: decarboxyliert; modifiziert nach Wagner, 2022)
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9.1 Abbildungen
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Abbildung A11: Prozentuale Verteilung der Xyloglucan-Oligosaccharide des unloslichen Zellwand-
materials der vier Maisproben (links) und der zwei Sojaproben (rechts) (mol% * Range/2, n=2).
Die Bezeichnung der Oligosaccharide erfolgte nach der tblichen Nomenklatur von Fry et al. (1993)
(modifiziert nach Wagner, 2022).
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Abbildung A12: Chromatogramm (HPAEC-PAD) der Messung des im Fiitterungsversuch eingesetzten
Xylooligosaccharid-haltigen Materials. Gemessen wurde mit der HPAEC-PAD-Methode zur Bestimmung
von (Arabino-)Xylooligosacchariden mit Isomaltotriose als internem Standard (chromatographische
Bedingungen s. Kapitel 8.3.1; X2 bis X6: Xylobiose bis Xylohexaose; modifiziert nach Sitter, 2022).
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Abbildung A13: Beispielchromatogramm (HPAEC-PAD) zur Veranschaulichung der Matrixeffekte der
Caecumproben ohne SPE-Aufreinigung. Rot: 200 uM Glucose-Standardlésung mit 25 uM 2-Desoxy-
glucose als interner Standard, blau: Probenlésung 1:4 verdiinnt (Caecumprobe nach ethanolischer
Extraktion und Entfernung des Ethanols) aufgestockt mit 200 uM Glucose und 25 uM 2-Desoxyglucose.
Idealerweise sollten die Peaks von 2-Desoxyglucose und Glucose im roten und blauen Chromatogramm
die gleichen Flachen aufweisen (Rausch, 2022).
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Abbildung A14: Beispielchromatogramme (PAD) der Oligosaccharid (OS)-Fraktionen von lleumproben
mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Gezeigt sind je eine Probe nach 21 Tagen
Fatterung der Kontrollgruppe (Kon, A) und der Xylanase-und-Xylo-OS-Gruppe (X+X, B) sowie nach
41 Tagen Futterung der Kon-Gruppe (C) und der X+X-Gruppe (D). Probenbezeichnungen und Verdin-
nungsfaktoren sind in den Chromatogrammen angegeben. Die Identifizierung der Peaks erfolgte mittels
MS. Isomaltotriose (IMT) wurde als interner Standard zugegeben (Sac: Saccharose, Raf: Raffinose, Sta:
Stachyose, Ver: Verbascose, G+G und 2G+G: Invertaseabbauprodukte von Raf und Sta, Mal,: Maltobiose,
X2: Xylobiose, C; und Cs: Cellobiose und -triose, G-2a und G-3b: Galactan 0S).
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Abbildung A15: Beispielchromatogramme (PAD) der Oligosaccharid (OS)-Fraktionen von Caecumproben
mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Gezeigt sind je eine Probe nach 21 Tagen
Fatterung der Kontrollgruppe (Kon, A) und der Xylanase-und-Xylo-OS-Gruppe (X+X, B) sowie nach
41 Tagen Futterung der Kon-Gruppe (C) und der X+X-Gruppe (D). Probenbezeichnungen und Verdiin-
nungsfaktoren sind in den Chromatogrammen angegeben. Die Identifizierung der Peaks erfolgte mittels
MS. Isomaltotriose (IMT) wurde als interner Standard zugegeben (Sac: Saccharose, Raf: Raffinose, Sta:
Stachyose, G+G und 2G+G: Invertaseabbauprodukte von Raf und Sta, Mal, und Mals: Maltobiose
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Ermitteltes Oligosaccharid (OS)-Profil der lleumproben nach 21 Tagen Fiitterung (Bas

futter Mais 4) bestimmt mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. O - 4: zunehmende

Abbildung Al16

Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der Probe mindestens 2-mal hoher als Vergleichssignal

der Standardsubstanzmessung (5 pM)), nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a
koeluieren: hier als C3 angegeben (AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie)
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Abbildung A17: Ermitteltes Oligosaccharid (OS)-Profil der lleumproben fiir die Methylierungsanalyse
nach Enzymverdau (EV) mit a-Galactosidase, Invertase und Amyloglucosidase von Tag 21 und Tag 41
(Basisfutter Mais 3) der Futtervarianten Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und
Xylo-0S (X+X). 0 - 4: zunehmende Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der Probe mindestens
2-mal hoher als Vergleichssignal der Standardsubstanzmessung (5 uM)), na: nicht analysiert, nicht
aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a koeluieren: hier als C3 angegeben (RFO: OS der
Raffinose-Familie)
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Abbildung A18: Erganzung zur Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der
Caecumproben nach Hydrolyse mit Trifluoressigsdure (mg/g Caecumprobe, n = Anzahl analysierter
biologischer Replikate). Aufgefiihrt sind die Monosaccharide, die nicht aus Oligosacchariden pflanz-
lichen Ursprungs stammen. Proben nach 21 Tagen Fitterung mit Basisfutter Mais 3 (A) und Mais 4 (B);
Proben nach 41 Tagen Fitterung mit Basisfutter Mais 3 (C) und Mais 4 (D); jeweils drei Futtervarianten:
Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X) (GalN:
Galactosamin, GlcN: Glucosamin, Rib: Ribose)
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Ermitteltes Oligosaccharid (OS)-Profil der Caecumproben nach 21 Tagen Fiitterung (Bas

futter Mais 4) bestimmt mit der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. 0 - 4: zunehmende

Abbildung A19

Menge an OS (0: nicht detektierbar bis 4: Signal der Probe mindestens 2-mal héher als Vergleichssignal

der Standardsubstanzmessung (5 uM)), nicht aufgefiihrte OS wurden nicht detektiert, C3 und G-3a
koeluieren: hier als G-3a angegeben (AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie)
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9.2 Tabellen

Tabelle A1l: Zusammensetzung der im Fiitterungsversuch eingesetzten Basisfuttermittel (Alleinfutter-
mittel)

Zutaten in % Starterfutter Mastfutter

Sorte Mais1l Mais2 Mais3 Mais4 | Maisl Mais2 Mais3 Mais4
Mais 60,00 60,00 60,00 60,00 65,00 65,00 65,00 65,00
Mikronisiertes Soja (HP300) | 1370 1773 1818 17,67 | 000 357 407 3,52
(Soja 1)

sojabohnenmehl 47 1819 13,86 1353 1428 | 27,4 2366 2331 24,12
(Soja 2)

Schmalz 3,83 4,17 4,08 3,84 3,48 3,86 3,74 3,49
Salz 0,36 0,35 0,35 0,35 0,31 0,31 0,31 0,31
DL Methionin 0,33 0,33 0,32 0,33 0,26 0,26 0,25 0,25
Lysin HCI 0,23 0,21 0,2 0,21 0,25 0,23 0,22 0,21
Threonin 0,07 0,06 0,05 0,06 0,07 0,06 0,05 0,05
Limeston 1,16 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17
Mono Dical Phos 0,92 0,91 0,91 0,91 0,68 0,67 0,67 0,67
Vitamin premix 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Phytase (Quantum Blue) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Sepiolite 0,80 0,80 0,80 0,80 0,96 0,80 0,80 0,80

Tabelle A2: Zuordnung der Mais- und Sojaproben

Bezeichnung Name Versand Name (UAB ID)
Mais 1 Kendras N20-133
Mais 2 Kefrancos N20-134
Mais 3 Kerubino N20-135
Mais 4 Keyras N20-136
Soja 1 Micronized soy (HP-300) N20-137
Soja 2 Soybean meal 47 N20-138
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Tabelle A3: Ubersicht der lleum- und Caecumproben fiir Basisfutter Mais 1 und 2 mit urspriinglicher
Benennung. Proben wurden nicht analysiert; markiert sind die Proben, die im Probensatz fehlen
(dunkelgrau) (Kon: Kontrolle, Xyla: mit Xylanase, X+X: mit Xylanase und Xylooligosacchariden)

Tag 21 Tag 41
. Futter- L L
Mais iante Urspringliche Nummer Urspringliche Nummer
varian lleum Caecum lleum Caecum
21-C1 21-C1 42-C1 42-C1
21-C13 21-C13 42-C13 42-C13
21-C34 21-C34 42-C34 42-C34
21-C46 21-C46 42-CA6 42-C46
1 Kon
21-C55 21-C55 42-C55
21-C67 21-C67 42-C67
21-C76 21-C76 42-C76 42-C76
21-C88 21-C88 42-C88
21-C4 21-C4 42-C4
21-C16 21-C16 42-C16 42-C16
21-C25 21-C25 42-C25
21-C37 21-C37 42-C37 42-C37
1 Xyla
21-C58 21-C58 42-C58 42-C58
21-C70 21-C70 42-C70 42-C70
21-C79 21-C79 42-C79 42-C79
21-C91 21-C91 42-C91 42-C91
21-C7 21-C7 42-C7
21-C19 21-C19 42-C19
21-C28 21-C28 42-C28 42-C28
1 XX 21-C40 21-C40 42-C40
21-C49 21-C49 42-C49 42-C49
21-Ce1 21-C61 42-C61 42-C61
21-C82 21-C82 42-C82
21-C94 21-C94 42-C94
21-C10 21-C10 42-C10
21-C22 21-C22 42-C22
21-C31 21-C31 42-C31
21-C43 21-C43 42-C43 42-C43
2 Kon
21-C52 21-C52 42-C52
21-C64 21-C64 42-C64
21-C73 21-C73 42-C73
21-C85 21-C85 42-C85 42-C85
21-C5 21-C5 42-C5
21-C17 21-C17 42-C17 -
21-C26 21-C26 42-C26
| 21-C38 21-C38 42-C38
2 Xyla 21-C59 21-C59
21-C71 21-C71
21-C80 21-C80 42-C80 42-C80
21-C92 21-C92 42-C92 _
21-C8 21-C8 42-C8 42-C8
21-C20 21-C20 42-C20 42-C20
21-C29 21-C29 42-c29 | 428
? XX 21-C41 21-C41 42-C41 42-C41
21-C50 21-C50 42-C50 | 42C50
21-C62 21-C62 42-C62 42-C62
21-C83 21-C83 42-C83 42-C83
21-C95 21-C95 42-cos [ aaces
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Tabelle A4: Ubersicht der lleum- und Caecumproben fiir Basisfutter Mais 3 und 4 mit urspriinglicher und
neu eingefiihrter Benennung. Markiert sind Proben, die fehlen (dunkelgrau), nicht vollstandig analysiert
wurden (hellgrau, s. Kapitel 3.4.5), bei Extraktion verloren gegangen sind (*) und fir Analyse der
Bindungstypen ausgewdhlt wurden (fett, s. Kapitel 3.4.4) (Kon: Kontrolle, Xyla: mit Xylanase, X+X: mit
Xylanase und Xylooligosacchariden).

E Tag 21 Tag41l
Mais UFte; Kennung | Urspringliche Neue Bezeichnung Urspringliche Neue Bezeichnung
variante Nummer lleum Caecum Nummer lleum Caecum
1a 21-C11 1a-21-l 1a-21-C* 42-C11 1a-41-l 1a-41-C
2a 21-C23 2a-21-| 2a-21-C 42-C23 2a-41-1 | 2a41C |
3a 21-C32 3a-21-| 3a-21-C 42C32 | 3a4ll | 3a41C
4a 21-C44 42-21-] 43-21-C 42-Ca4 4a-41-1  [daarc
3 Kon 5a 21-C53 5a-21-1 53-21-C 42-C53 5a-41-| 53-41-C
6a 21-C65 6a-21-1 6a-21-C 42-C65 6a-41-| 6a-41-C
7a 21-C74 7a-21- 7a-21-C 42-C74 7a-41-1
8a 21-C86 8a-21 8a-21-C 42-C86 8a-41-| -
1b 21-C2 1b-21-1 1b-21-C* 42-C2 1b-41-] 1b-41-C
2b 21-C14 2b-21-| 2b-21-C 42-Cl4 2b-41-1 [ 2b4iC |
3b 21-C35 3b-21- 3b-21-C 42-C35 3b-41-1 | 3b41C
4b 21-C47 4b-21-1 4b-21-C 42-C47 4b-41-1 4b-41-C
3 Xyla 5b 21-C56 5b-21-1 5b-21-C 42-C56 Sb-41- [5b41C
6b 21-C68 6b-21-1 6b-21-C 42-C68 6b-41-1 6b-41-C
7b 21-C77 7b-21-1 7b-21-C 42-C77 70411 | 7b41C |
8b 21-C89 8b-21-1 8b-21-C 42-C89 8b-41-] _
1c 21-C24 1c-21-1 1c-21-C 42-C24 1c-41-| 1c-41-C
2c 21-C30 2c-21- 2c21-C 42c30  [2cATI  2c41C
3c 21-C45 3¢-21-l 3¢-21-C 42-C45 3c-41-1 | 3c41C |
3 ax 4c 21-C51 4c-21- 4¢c-21C 42-C51 4c-41- 4c-41-C
5c 21-C63 5¢-21- 5¢-21-C 42-C63 5c-41-| 5c-41-C
6c 21-C66 6c-21-l 6c-21-C 42-C66 6c-41-|
7c 21-C81 7¢-21-l 7¢-21-C 42-C81
8¢ 21-C84 8c-21-1 8c-21-C 42-C84 8c-41-| 8c-41-C
1d 21-C15 1d-21-1 1d-21-C 42-C15 1d-41-]
2d 21-C21 2d-21-l 2d-21-C 42-C21 2d-41-| -
3d 21-C33 3d-21-1 3d-21-C 42-C33 3d-41-| 3d-41-C
4d 21-C42 4d-21-1 4d-21-C 42-C42 4d-41- [ 4d41C
4 Kon 5d 21-C54 5d-21-I 5d-21-C 42-C54 5d-41-1 5d-41-C
6d 21-C60 6d-21-1 6d-21-C 42-C60 6d-41-1 | 6d-41-C |
7d 21-C75 7d-21-1 7d-21-C 42-C75 7d-41-| 7d-41-C
8d 21-C96 8d-21-I 8d-21-C 42-C96 8d-41-1 8d-41-C
le 21.C3 Te21| Te21C 42-C3 le411 | ledlC
2e 21-C9 2e-21-l 2e-21-C 42-C9 2e-41-| 2e-41-C
3e 21-C36 3e-21-| 3e-21-C 42-C36 3e-41-1 | 3ed4lC
e 21-C48 4e-21-1 4e-21-C 42-C48 4e-41- 4e-41-C
4 Xyla Se 21-C57 5e-21-] 5e-21-C 42-C57 Se-41-| 5e-41-C
6e 21-C69 6e-21-] 6e-21-C 42-C69 6e-41-1 6e-41-C
e 21-C87 7e-21-] 7e-21-C 42-C87  Ted4ldl  7e41C
8e 21-C90 8e-21-| 8e-21-C 42-C90 8e-41-I 8e-41-C
1f 21-C6 1-21-] 1f-21-C 42-C6 1f-41-] 1f-41-C
2f 21-C12 2f-21-1 2f-21-C 42-C12 2411 [of41C
3f 21-C18 3f-21-1 3f-21-C 42-C18 3f-41-1 3f-41-C
4 ax 4f 21-C27 45211 4£-21-C 42-C27 4f-41-| 4F-41-C
5f 21-C39 5f-21-1 56-21-C 42-C39 ST sfaic
6f 21-C72 6f-21-1 6f-21-C 42-C72 6f-41-1 6f-41-C
7f 21-C78 7£-21-1 7£-21-C 42-C78
8f 21-C93 8f-21-1 8f-21-C 42-C93 _
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©



9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A5: Ergebnisse der Charakterisierung und Identifizierung der isolierten Arabinoxylanseitenketten
mit Ferulasdure (FA: 5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAX: B-D-Xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-
Feruloyl-L-Arabinofuranose, FAXG: a-L-Galactopyranosyl-B-D-Xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-Feruloyl-
L-Arabinofuranose)

Molekulargewicht

Fraktionsnummer  Substanz ~ Monosaccharidanalyse [M+Na]*

UV-Spektrum  Ausbeute

94% Arabi
F21 FA © Arabinose 349 Ferulasdure Ca.32mg
6% Glucose
56 % Arabinose, .
F19 FAX 481 Ferulasaure Ca.7mg
44 % Xylose
38% Arabinose,
F14 FAXG 30% Galactose 643 Ferulasaure Ca. 26 mg

31% Xylose

Tabelle A6: Kenndaten zur Methode fiir die Bestimmung von (Arabino-)Xylooligosacchariden ((A)XOS)
mittels HPAEC-PAD. Die Benennung der AXOS entspricht dem gangigen System nach Fauré und
Mitarbeitenden (2009) (RRT: relative Retentionszeit in Bezug auf Isomaltotriose (ca. 14,5 min), RRF:
relativer Responsefaktor ermittelt mit Isomaltotriose (10 uM), LOD: Nachweisgrenze (Signal-Rausch-
verhéltnis 3:1), LOQ: Bestimmungsgrenze (Signal-Rauschverhaltnis 10:1); Sitter, 2022).

Konzentrations-

(A)X0s RRT RRF bereichen in UM LOD in pM LOQ in uM
X2 0,74 1,884 0,1-30,0 0,025 0,075
X3 1,12 1,325 0,1-30,0 0,010 0,050
X4 1,66 1,143 0,1-30,0 0,025 0,075
Xs 2,12 1,044 0,1-24,0 0,010 0,050
Xe 2,36 0,960 0,1-18,0 0,010 0,050

AZXX 2,48 1,272 0,1-30,0 0,025 0,100
A3X 2,59 1,715 1,0-30,0 0,250 0,750

XAZXX 2,71 1,249 0,1-30,0 0,010 0,050

XA3XX 2,78 1,206 0,1-30,0 0,025 0,075

AZ3XX 3,91 1,267 0,1-30,0 0,050 0,100
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9.2 Tabellen

Tabelle A7: Ergebnisse der Methylierungsanalyse des unloslichen Zellwandmaterials der Maisproben

(mol% £ Range/2, n=2) (PMAA: partiell methyliertes Alditolacetat, t: terminal, p:

-pyranose,

f: -furanose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Man: Mannose, Rha: Rhamnose;

Wagner, 2022)

PMAAs in mol% Mais 1 Mais 2 Mais 3 Mais 4
t-Glcp 1,44 +£0,03 1,16 £ 0,10 1,63 +0,04 1,04 £ 0,04
1,3-Glcp 1,85+0,25 1,89+0,14 2,60 +0,07 2,39+0,04
1,4-Glcp 30,10+ 0,25 23,81 +0,09 32,48 +1,43 22,50+ 1,45
1,4,6-Glcp 1,86 + 0,06 1,69 + 0,07 2,06 £ 0,03 1,85+0,13
Summe 35,24 +0,59 28,55+ 0,40 38,77 £ 1,56 27,78 £ 1,66
t-Xylp 1,80 £ 0,02 1,71 +£0,04 2,28 +0,09 1,90+0,17
1,4-Xylp 4,54 +0,13 4,32 +0,34 4,87 +0,23 4,06 £ 0,44
1,2,4-Xylp 1,62 +£0,01 1,31+0,12 1,51 +0,08 1,45+0,11
1,3,4-Xylp 9,25+0,11 8,04+ 1,04 9,43+0,11 9,48 + 0,67
1,2,3,4-Xylp 17,16 £ 0,27 25,42 +2,71 13,26 + 1,66 22,16 3,30
Summe 34,38 £ 0,54 40,81 + 4,25 31,34 +2,16 39,05+ 4,70
t-Araf 14,31 £ 0,07 11,63 £ 2,04 14,73 £ 0,46 13,57 £+ 1,44
1,2-Araf 0,98 + 0,03 0,81+0,03 1,06 £ 0,02 0,89+ 0,05
1,3-Araf 1,30 +£0,02 1,15+0,04 1,38 +£0,01 1,33+0,10
1,5-Araf/1,4-Arap 2,80+0,10 2,76 £ 0,37 2,94+ 0,00 3,08+0,31
1,2,5-Araf 0,53+0,10 0,52 + 0,04 0,57 + 0,04 0,64 + 0,00
1,3,5-Araf 0,29+ 0,03 0,19+0,02 0,31+0,01 0,23 +0,02
1,2,3,5-Araf 6,04 £ 0,29 11,13 £1,80 4,33+0,91 9,25+ 2,02
Summe 26,25+ 0,64 28,19 + 4,34 25,32 +1,46 28,99 +3,95
t-Galp 1,47 £ 0,07 1,44 £0,16 1,70 £ 0,05 1,48 £ 0,15
1,4-Galp 1,14 £ 0,02 0,80 + 0,05 1,20+ 0,12 1,19+ 0,08
Summe 2,61+0,09 2,24 +0,20 2,91+0,18 2,67 +£0,23
t-Manp 0,14 + 0,00 0,12 + 0,00 0,17 + 0,03 0,12 +0,03
1,4-Manp 0,97 +0,02 0,74 +0,09 1,04 £ 0,06 1,00 £ 0,03
Summe 1,10 £ 0,02 0,86+ 0,09 1,22 £0,09 1,12 £ 0,06
1,2,4-Rhap 0,41+0,12 0,23+0,12 0,45+ 0,02 0,39+ 0,06
Summe 0,41+0,12 0,23+0,12 0,45+ 0,02 0,39+ 0,06
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9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A8: Ergebnisse der Methylierungsanalyse des l6slichen Zellwandmaterials der Maisproben
(mol% £ Range/2, n=2) (PMAA: partiell methyliertes Alditolacetat, t: terminal, p: -pyranose,
f: -furanose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Man: Mannose; Wagner, 2022)

PMAA in mol% Mais 1 Mais 2 Mais 3 Mais 4
t-Glep 4,81+0,93 4,40+0,47 4,27 +0,39 4,60+ 0,58
1,4-Glcp 16,10 £ 2,90 13,24 + 2,30 19,68 + 2,62 20,16 £1,84
1,3,6-Glcp 0,81+0,33 0,57 0,03 0,71+0,21 1,04 £ 0,36
1,4,6-Glcp 2,27 £ 0,66 1,73+ 0,07 1,83+0,37 2,44 +0,38
Summe 24,00 £ 4,82 19,94 + 2,88 26,49 + 3,59 28,23 £3,16
t-Xylp 1,89+0,01 2,05+0,08 1,79+0,01 1,89+0,11
1,4-Xylp 4,85+0,25 5,27 +£0,31 4,55+ 0,03 4,64 +0,16
1,2,4-Xylp 1,34 +0,07 1,34+ 0,04 1,20+0,20 1,12+0,16
1,3,4-Xylp 8,78+ 0,11 9,43+0,74 8,68 + 0,45 8,36 £ 0,75
1,2,3,4-Xylp 6,57 +0,16 8,06 £ 0,33 7,04 £0,02 6,31+0,04
Summe 23,42 £0,60 26,15+ 1,50 23,26+0,71 22,33+1,22
t-Araf 18,69+ 1,95 21,85+0,52 19,99 + 1,08 17,38 £ 0,02
1,2-Araf 1,85+ 0,09 1,84 + 0,04 1,28 £ 0,07 1,52 +0,32
1,3-Araf 2,59+0,39 2,78 £0,13 2,86 10,32 2,65+0,27
1,5-Araf + 1,4-Arap 3,09+0,29 3,16 £ 0,00 3,03+£0,15 3,09+£0,12
1,3,5-Araf 0,80+0,33 0,71+0,02 0,84+0,12 1,17 £ 0,00
Summe 27,03 £ 3,06 30,34 +£0,71 27,99 +1,74 25,80+£0,73
t-Galp 2,16 £0,13 1,83+ 0,06 1,81+ 0,06 1,77 +0,01
1,3-Galp oder 1,3-Manp 0,81+0,04 0,79 £ 0,00 0,74 £ 0,06 0,78 £0,04
1,4-Galp 1,87+0,03 0,93+0,12 0,72+0,15 0,85+0,16
1,3,6-Galp 3,03+0,52 3,44 £ 0,04 3,68 £ 0,50 3,36 £ 0,86
Summe 7,88+0,72 6,98 £ 0,22 6,96 +0,77 6,76 £ 1,07
t-Manp 10,83 +1,31 10,61+£0,34 9,61+1,53 10,25+ 1,92
1,2-Manp oder 1,2 Galp 6,07 £ 0,59 5,38+0,13 5,09 £ 0,05 5,84 + 0,08
1,4-Manp 0,77 +0,12 0,60 = 0,05 0,61+0,10 0,79+0,16
Summe 17,68 £ 2,02 16,59+ 0,51 15,30+ 1,68 16,88 + 2,15
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9.2 Tabellen

Tabelle A9: Ergebnisse der Methylierungsanalyse von unléslichem (UZM; links) und léslichem (LZM;
rechts) Zellwandmaterial der Sojaproben (mol% * Range/2, n = 2) (PMAA: partiell methyliertes Alditol-
acetat, t: terminal, p: -pyranose, f: furanose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose,
Man: Mannose, Rha: Rhamnose, Fuc: Fucose; Wagner, 2022)

. uzMm ZM
PMAA in mol% - : : -
Sojal Soja 2 Sojal Soja 2
t-Glcp 0,66 + 0,05 0,58 £0,12 1,81 +0,09 1,33+0,02
1,3-Glcp 3,45+ 0,20 2,16 £ 0,25 0,92 £ 0,06 1,55+0,17
1,4-Glcp 25,64 £+ 1,64 25,50 +0,57 9,00 £ 0,35 8,55+ 0,07
1,3,6-Glcp - - 1,88+0,33 2,28+ 1,12
1,4,6-Glcp 3,73+0,26 3,68 £0,13 1,87+0,01 1,18+ 0,26
Summe 33,49 £2,15 31,91 +£1,07 15,48 £+ 0,86 14,89 + 1,65
t-Xylp 4,56 + 0,64 5,89+0,17 1,83+0,10 1,81+ 0,09
1,2-Xylp + 1,4-Xylp 5,60+0,47 6,29 £ 0,59 2,41 +£0,07 2,14+£0,26
1,2,4-Xylp 1,77 £ 0,05 1,71+0,17 1,02 +0,05 0,64 + 0,06
1,3,4-Xylp 0,32+ 0,00 0,14 £ 0,08 0,36 £ 0,04 0,16 £ 0,02
1,2,3,4-Xylp 0,54+0,17 0,45+ 0,03 1,77 £ 0,05 3,15+£0,10
Summe 12,80+ 1,34 14,49 + 1,05 7,39 +0,30 7,89 +£0,53
t-Araf 11,82 +0,55 11,03+£0,18 11,32+0,12 11,77 £0,73
1,2-Araf 0,63 £0,05 0,61+0,04 1,16 +£0,01 1,01+0,13
1,3-Araf - - 0,97 £0,04 1,15+ 0,08
1,5-Araf + 1,4-Arap 11,16 £0,59 11,18 £0,08 8,72 £ 0,06 9,56 £ 0,36
1,2,5-Araf 2,51+0,20 2,47 £0,02 - -
1,3,5-Araf 3,93+0,27 4,24 + 0,05 2,58 +£0,14 2,73+0,11
1,2,3,5-Araf 4,60+0,41 4,46 + 0,36 2,72+£0,13 2,38+£0,08
Summe 34,66 £ 2,07 34,00 £0,75 27,48 £ 0,49 28,60 £1,50
t-Galp 4,05+0,35 4,23 +0,08 7,57 £0,57 7,63+0,34
1,3-Galp oder 1,3-Manp - - 2,80+ 0,08 2,91+0,11
1,4-Galp 7,98 £ 0,05 9,01+0,99 7,75+0,99 5,33+0,58
1,6-Galp - - 5,91 +0,43 5,25+0,19
1,3,6-Galp - - 5,48 +1,11 8,52+0,24
Summe 12,03 +£0,39 13,23 +1,08 29,51 +£3,17 29,62 £1,46
t-Manp 1,58 + 0,07 0,73+0,02 7,19+0,21 5,72 +0,44
1,2-Manp oder 1,2-Galp - - 6,76 £ 0,55 4,49 £ 0,51
1,4-Manp 2,74+£0,31 3,12+0,32 3,99 £ 0,09 7,16 £0,17
Summe 4,32+0,38 3,85+0,34 17,94 + 0,86 17,38 +1,13
1,2-Rhap 1,02 + 0,08 1,05+ 0,09 0,83 +£0,08 0,64 +£ 0,07
1,2,4-Rhap 0,76 £ 0,04 0,78 £ 0,04 - -
Summe 1,78+0,11 1,82+0,14 0,83 +£0,08 0,64 + 0,07
t-Fucp 0,12+0,01 0,09 £ 0,00 1,36+0,21 0,99 + 0,06
Summe 0,12 +0,01 0,09 £ 0,00 1,36+0,21 0,99 + 0,06
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9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A10: Ergebnisse des Vorversuchs zur Bestimmung der Anzahl der Extraktionsschritte fiir die
Analyse der lleum- und Caecumproben. Extrahiert wurde mit 80%igem Ethanol bei 40 °C beim
1. Extraktionsschritt fir 30 min, bei den folgenden Extraktionsschritten fiir 10 min. Die Extrakte wurden
nach entfernen des Ethanols mittels HPAEC-PAD analysiert. Fiir die lleumproben wurden die freien
Monosaccharide Galactose und Glucose bestimmt; fir die Caecumproben wurden die Flachen zweier
Oligosaccharid-Signale ausgewahilt.

1. Extraktions-

2. Extraktions-

3. Extraktions-

Probe Parameter Berechnung ) ) )
schritt schritt schritt
p tuale Verteil Ub
Freie roz.en uale .er ei ung Uber 677 226 9.7
die Extraktionsschritte
Galactose Anteil an 1. Extrakti
nteil an 1. Extraktions-
in pmol o 100,0 33,4 14,4
schrittin %
lleum ; "
) Prozentuale Verteilung Gber
Freie ) . ) 69,3 27,5 3,2
die Extraktionsschritte
Glucose Anteil 1. Extrakti
) nteil an 1. Extraktions-
in pmol o 100,0 39,6 4,6
schritt in %
Prozentuale Verteilung tUber
Flache Oligo- . . g 46,9 35,3 17,8
) die Extraktionsschritte
saccharid- Anteil an 1. Extrakti
. nteil an 1. Extraktions-
Signal 1 o 100,0 75,3 381
schritt in %
Caecum Prozentuale Verteilung tUber
Flache Oligo- ) ) g 56,2 31,3 12,5
) die Extraktionsschritte
saccharid- Anteil an 1. Extraktions
Signal 2 ) 100,0 55,7 22,1

schritt in %
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9.2 Tabellen

Tabelle A11: Retentionszeiten (RT) und relative Retentionszeiten (RRT, in Bezug auf Isomaltotriose als
interner Standard) der entwickelten Profilingmethode zur Detektion von Oligosacchariden (OS)
verschiedener OS-Gruppen nebeneinander mittels HPAEC-PAD/MS (XOS: Xylo-OS, AXOS: Arabino-
xylo-0S, AX-SK: Arabinoxylanseitenketten, RFO: OS der Raffinose-Familie, RFO + Inv: Invertaseabbau-
produkte der OS der Raffinose-Familie)

0OS-Gruppe 0s RT in min RRT 0S-Gruppe 0s RT in min RRT
19,6 1,00 RFO Saccharose 8,6 0,44

13,8 0,71 9,7 0,49

22,3 1,14 10,6 0,54

34,7 1,77 11,0 0,56

43,0 2,19 Manno-0S Man2 11,1 0,57

47,0 2,40 12,3 0,63

48,4 2,47 AX-SK XA 12,9 0,66

50,1 2,56 Manno-0S Man3 13,2 0,67

52,1 2,66 13,2 0,67

53,2 2,71 13,8 0,71

59,5 3,03 15,0 0,76

AX-SK XA 12,9 0,66 RFO Raffinose 15,1 0,77
AX 19,6 1,00 Manno-0S Man4 16,1 0,82

Man2 11,1 0,57 RFO Stachyose 16,7 0,85

Man3 13,2 0,67 17,3 0,88

Manno-0S Man4 16,1 0,82 19,6 1,00
Man5 19,7 1,01 AX-SK AX 19,6 1,00

Man6 24,0 1,23 Manno-0S Man5 19,7 1,01

17,3 0,88 RFO Verbascose 21,1 1,08

33,2 1,69 22,3 1,14

45,2 2,31 Manno-0S Man6 24,0 1,23

50,9 2,59 Malto-0S Mal2 24,4 1,24

54,7 2,79 25,1 1,28

Mal2 24,4 1,24 Arabinan-0OS  A-2b 25,7 1,31

Mal3 45,1 2,30 28,0 1,43

Malto-0S— jaia 54,0 2,76 33,2 1,69
Mal5 60,5 3,09 33,3 1,70

Saccharose 8,6 0,44 34,7 1,77

REO Raffinose 15,1 0,77 42,8 2,19
Stachyose 16,7 0,85 43,0 2,19

Verbascose 21,1 1,08 Arabinan-OS  A-2a 44,6 2,27

9,7 0,49 Malto-0S Mal3 45,1 2,30

11,0 0,56 45,2 2,31

13,2 0,67 47,0 2,40

A-2b 25,7 1,31 48,4 2,47

. A-2a 44,6 2,27 50,1 2,56
Arabinan-0S -, o 59,1 3,01 50,9 2,59
A-3b 61,1 3,12 52,1 2,66

10,6 0,54 53,2 2,71

12,3 0,63 Malto-0S Mal4 54,0 2,76

15,0 0,76 54,7 2,79

25,1 1,28 Arabinan-OS  A-3a 59,1 3,01

28,0 1,43 59,5 3,03

33,3 1,70 Malto-0S Mal5 60,5 3,09

42,8 2,19 Arabinan-OS  A-3b 61,1 3,12
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9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A12: Verschiedene Durchschnittswerte der Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzungen
der Oligosaccharidfraktionen der lleumproben nach 21 Tagen Fiitterung nach Hydrolyse mit
Trifluoressigsdure (mg/g lleumprobe + Standardabweichung) (Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit
Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X); n: Anzahl Messwerte, GIcN:

Glucosamin, n.a.: nicht analysiert)

Futter-

Mai variante Arabinose Galactose Glucose Xylose Mannose GlcN
3 Kon(a) 8 | 0,76+0,05 14,28+1,85 10,97+1,84 0,12+0,01 0,85+0,05 n.a.
3 Xyla(b) 8 | 0,79+0,09 14,72+2,96 11,43+2,20 0,28+0,03 0,78+0,08 n.a.
3 X+X(c) 8 | 0,83+0,07 14,15+2,05 10,68+1,67 0,35+0,03 0,78+0,07 n.a.
4 Kon(d) 8 | 0,70+0,06 15,86+1,56 13,30+1,50 0,12+0,02 1,03+0,07 0,22+0,03
4 Xyla(e) 8 | 0,73+0,07 14,41+1,89 12,06+1,72 0,32+0,05 0,91+0,07 0,23+0,03
4 X+X (f) 8 | 0,72+0,06 1544+1,47 12,47+2,06 0,35+0,04 090+0,08 0,21+£0,05
3 a-c 24 1 0,79+0,08 14,38+225 11,03+1,86 0,25+0,10 0,80+0,07 n.a.
4 e-f 24 1 0,72+0,06 1524+169 12,61+1,77 0,27+0,11 0,95+0,09 0,22+0,04
3+4 a-f 48 | 0,75+0,08 1481+2,02 11,82+197 0,26+0,11 0,87+0,11 n.a.

Tabelle A13: Verschiedene Durchschnittswerte der Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzungen
der Oligosaccharidfraktionen der lleumproben nach 41 Tagen Fiitterung nach Hydrolyse mit
Trifluoressigsiure, berechnet ohne auffillige Proben /7 s. Abbildung 21 (mg/g lleumprobe *
Standardabweichung) (Futtervarianten: Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und
Xylooligosacchariden (X+X); n: Anzahl Messwerte, Fuc: Fucose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc:

Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, GIcN: Glucosamin)

Mais FuFter- Fuc Ara Gal Glc Xyl Man GIcN
variante

3 Kon (a) 4 0,08 1,17 2,28 3,29 0,34 1,13 0,47
+0,06 +0,38 +0,71 +0,79 +0,21 +0,18 +0,12

3 Xyla (b) 3 0,12 1,95 4,11 4,49 0,61 1,30 0,58
+0,01 +0,14 +0,83 +0,30 +0,15 + 0,06 +0,01

3 X+X (c) 3 0,10 1,64 2,29 3,02 0,44 1,07 0,53
+0,01 +0,40 +1,48 +0,97 +0,22 +0,08 +0,03

4 Kon (d) 2 0,12 1,43 3,01 3,49 0,42 1,17 0,55
+0,00 +0,11 +0,32 +0,69 +0,14 +0,05 +0,02

4 Xyla (e) 5 0,09 1,11 2,53 2,76 0,31 1,09 0,47
+0,06 +0,40 +1,84 +1,92 +0,21 +0,25 +0,11

4 X+X (f) 2 0,11 1,68 3,53 3,94 0,39 1,21 0,60
+0,02 +0,03 +0,30 +0,19 +0,15 +0,07 +0,01

3 a-c 10 0,10 1,55 2,83 3,57 0,46 1,16 0,52
+0,04 +0,45 +1,26 +0,92 +0,21 +0,15 +0,08

4 d-f 9 0,10 1,31 2,86 3,18 0,35 1,13 0,51
+0,05 +0,38 +1,38 +1,48 +0,18 +0,19 +0,10

3+4 a-f 19 0,10 1,43 2,84 3,38 0,41 1,15 0,52
+0,04 +0,43 +1,28 +1,20 +0,20 +0,17 +0,09
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9.2 Tabellen

Tabelle A14: Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der lleumproben fiir die Methylierungs-
analyse nach Enzymverdau mit a-Galactosidase, Invertase und Amyloglucosidase sowie Hydrolyse mit
Trifluoressigsdure (mg/g lleumprobe, n = 1) (XOS: Xylooligosaccharide, n.q.: nicht quantifizierbar)

Futter-
) Probe Arabinose Xylose Mannose Galactose Glucose Fucose

variante
5a-21- 0,68 0,10 0,97 2,79 3,49 n.g.

Kontrolle
6a-21-1 0,76 0,10 0,75 1,66 2,48 n.g.
4b-21-| 0,82 0,26 0,97 4,83 5,82 n.g.

Xylanase
6b-21-| 0,77 0,22 0,86 1,79 2,65 n.g.
Xylanase + 4c-21-1 0,82 0,33 0,77 2,19 3,01 n.qg.
X0S 5c-21- 0,80 0,32 0,71 2,12 3,19 n.g.
5a-41-| 0,69 0,14 1,04 0,67 1,57 0,07

Kontrolle
6a-41-1 1,15 0,24 1,35 0,87 2,41 0,10
4b-41-1 1,85 0,50 1,14 1,95 2,76 0,10

Xylanase
6b-41- 1,82 0,75 1,24 2,76 3,58 0,13
Xylanase + 4c-41-| 1,56 0,32 1,12 2,37 2,25 0,10
X0S 5c-41- 1,73 0,67 0,93 1,06 2,40 0,11

207



9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A15: Ergebnisse der Methylierungsanalyse der Oligosaccharidfraktionen ausgewahlter lleum-
proben nach enzymatischem Verdau mit a-Galactosidase, Invertase und Amyloglucosidase (mol%,
n=1, zwei Proben pro Futtervariante). Bei der Berechnung wurden alle bestimmten PMAAs mit
einbezogen (Xyla: Xylanase, X+X: Xylanase und Xylooligosaccharide; Glc: Glucose, Gal: Galactose, Man:
Mannose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Rib: Ribose, t: terminal, p: -pyranose, f: -furanose).

lleumproben Tag 21 (x-21-1) Tag 41 (x-41-1)
Futtervariante Kontrolle Xyla X+X Kontrolle Xyla X+X
PMAAinmol% | 5a 6a 4b 6b 4c 5c 5a 6a 4b 6b 4c 5c

t-Glep | 190 209 | 17,1 19,2 | 21,3 19,3 | 154 16,4 | 13,9 10,8 | 13,3 12,2

1,2-Glep | 1,7 1,8 1,5 2,3 1,8 2,0 2,7 2,6 2,8 1,9 2,1 2,5

1,4Glcp | 11,4 9,2 9,7 8,9 7,6 8,1 4,7 4,5 5,2 5,3 3,9 4,6

1,6-Glcp | 9,0 6,6 14,5 6,8 7,3 8,0 6,2 7,4 6,2 7,0 5,7 7,2
1,2,6-Glcp | 1,0 1,0 0,8 0,9 0,8 0,9 1,1 0,5 0,9 0,9 0,9 0,7
1,3,6-Glcp | 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1
Summe | 42,3 39,7 | 43,7 38,2 | 391 386|304 316|291 26,1 | 260 27,3

t-Galp | 19,5 15,6 | 19,9 16,2 | 16,1 15,0 | 6,0 5,7 7,6 8,8 11,3 49

1,3-Galp + 1,2,5-Araf | 2,2 1,9 2,1 1,7 1,9 2,1 1,8 2,0 1,9 1,8 1,8 1,7
1,4-Galp | 1,3 1,5 0,7 1,9 1,4 1,4 1,7 1,4 4,6 4,0 4,5 1,5
1,6-Galp | 5,3 3,7 9,3 3,9 3,9 3,8 2,2 2,1 1,7 2,7 2,9 1,8
1,3,6-Galp | 3,4 4,0 2,4 3,4 3,4 3,7 6,4 5,3 4,8 3,0 3,3 2,9
Summe | 31,8 26,6 | 344 27,0 | 26,7 26,1 | 18,1 16,6 | 20,6 20,2 | 23,7 12,8

t-Manp | 5,3 6,6 3,5 6,0 5,6 4,7 9,6 9,2 7,5 5,3 7,7 5,3
1,2-Manp | 4,6 5,6 3,0 4,7 4,9 4,5 5,0 4,7 3,9 3,5 4,0 3,2
1,3-Manp | 0,4 0,5 0,4 0,6 0,4 0,6 1,7 1,8 1,0 1,1 1,3 1,5
1,4-Manp | 0,4 0,5 0,3 0,4 0,5 0,4 0,7 0,5 0,6 0,9 0,6 1,0
1,6-Manp | 1,0 1,4 0,7 1,3 1,6 1,4 5,7 4,3 4,0 6,6 4,5 59
1,3,6-Manp | 1,2 0,8 1,0 0,6 0,9 1,1 1,5 1,3 0,7 0,9 1,0 1,3
Summe | 12,9 15,3 8,9 13,6 | 14,0 12,6 | 24,2 21,8 | 17,7 18,2 | 190 18,2

t-Xylo | 0,9 1,2 1,1 2,0 2,5 2,5 2,1 2,2 3,2 3,1 2,4 4,4
1,4-Xylp/1,2-Xylp | 09 1,1 | 22 34 | 46 45 | 1,7 22 | 33 65| 23 85
1,2,4-+1,3,4-Xylp | 0,5 0,5 0,8 0,4 0,6 0,7 0,8 0,8 0,9 0,9 0,6 1,3
1,2,3,4Xylp | 0,2 0,2 0,1 0,2 0,4 0,2 3,6 0,5 0,6 3,8 0,4 0,9
Summe | 2,5 3,0 4,3 6,1 8,2 7,9 8,1 5,7 8,0 14,5 | 5,6 151

t-Araf | 37 54 | 29 45 | 38 46 | 68 98 | 94 80 | 98 101

1,2-Araf | 0,5 0,5 0,4 0,6 0,7 0,7 0,9 0,8 0,9 0,7 0,8 0,8

1,3-Araf | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 1,7 1,4 1,5 1,5 1,8
1,5-Araf, 1,4-Arap | 4,6 6,5 4,1 7,2 5,5 7,0 6,5 8,0 9,8 7,8 9,9 10,6
1,3,5-Araf | 0,6 1,0 0,5 1,0 0,7 1,1 1,3 2,0 1,7 1,3 1,7 1,7
1,2,3,5-Araf | 0,7 1,0 0,5 1,1 0,8 0,9 1,8 1,8 1,2 1,5 1,6 1,2

Summe | 10,1 14,4 | 84 145 | 115 14,2 | 189 24,2 | 245 20,8 | 254 26,3
t-Ribf | 0,5 1,0 0,3 0,6 0,6 0,6 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
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9.2 Tabellen

Tabelle A16: Gehalte der freien Monosaccharide in den Caecumproben nach 21 und 41 Tagen Fiitterung
(mg/g Caecumprobe, n = 1), Rohdaten fiir die Box-Plot-Diagramme in Abbildung 26 (Futtervarianten:
Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X); Fuc: Fucose, Ara:
Arabinose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, Fru: Fructose)

Tag 21, Basisfutter Mais 3

Tag 21, Basisfutter Mais 4

Probe Fuc Ara Gal Glc Xyl Man Fru Probe Fuc Ara Gal Glc Xyl Man  Fru
2a-21-C | 0,018 0,026 0,088 0,091 0,004 0,013 0,040 1d-21-C | 0,000 0,005 0,018 0,021 0,000 0,009 0,006
3a-21-C | 0,000 0,009 0,071 0,150 0,000 0,022 0,039 2d-21-C | 0,000 0,006 0,019 0,019 0,000 0,006 0,008
4a-21-C | 0,017 0,028 0,150 0,242 0,011 0,035 0,072 3d-21-C | 0,000 0,000 0,034 0,028 0,000 0,009 0,010

c 5a21-C| 0000 0,009 0,043 0,101 0000 0017 0,038 4d-21-C | 0,000 0,000 0,040 0,083 0,000 0,000 0,000
> 6a-21-C | 0,020 0,000 0,043 0,071 0,000 0,000 0,027 5d-21-C | 0,008 0,011 0,038 0,024 0,000 0,000 0,016
7a-21-C | 0,025 0,055 0,176 0,110 0,000 0,005 0,000 6d-21-C | 0,129 0,044 0,122 0,209 0,000 0,014 0,074
8a-21-C | 0,031 0,014 0,039 0,122 0,000 0,020 0,038 7d-21-C | 0,012 0,000 0,011 0,015 0,000 0,000 0,000
8d-21-C | 0,021 0,011 0,035 0,050 0,000 0,000 0,014

2b-21-C | 0,000 0,000 0,035 0,054 0,000 0,011 0,021 le-21-C | 0,000 0,000 0,019 0,037 0,000 0,000 0,000
3b-21-C | 0,010 0,022 0,104 0,155 0,000 0,019 0,051 2e-21-C | 0,000 0,011 0,070 0,063 0,000 0,012 0,025
4b-21-C | 0,009 0,011 0,043 0,145 0,000 0,017 0,035 3e-21-C | 0,082 0,095 0,183 0,073 0,000 0,017 0,021

«© 5b-21-C | 0,013 0,048 0,083 0,253 0,000 0,026 0,074 4e-21-C | 0,013 0,000 0,017 0,031 0,000 0,000 0,000
< gb-21-C 0,013 0,026 0,096 0,160 0,000 0,019 0,091 5e-21-C | 0,000 0,006 0,023 0,038 0,000 0,000 0,011
7b-21-C | 0,027 0,000 0,048 0,121 0,000 0,000 0,033 6e-21-C | 0,000 0,000 0,015 0,019 0,000 0,000 0,015
8b-21-C | 0,032 0,016 0,047 0,099 0,006 0,016 0,042 7e-21-C | 0,000 0,000 0,026 0,041 0,000 0,000 0,017
8e-21-C | 0,015 0,000 0,035 0,034 0,000 0,000 0,015

1c-21-C | 0,000 0,013 0,041 0,094 0,000 0,014 0,032 1f-21-C | 0,000 0,000 0,019 0,020 0,000 0,000 0,000
2¢-21-C | 0,010 0,024 0,072 0,106 0,006 0,014 0,031 2f-21-C | 0,000 0,007 0,057 0,039 0,000 0,010 0,000
3c¢-21-C | 0,060 0,054 0,112 0,157 0,000 0,021 0,046 3f-21-C | 0,081 0,047 0,137 0,095 0,000 0,024 0,063

x 4c-21-C | 0,013 0,046 0,151 0,223 0,011 0,033 0,096 4f-21-C | 0,040 0,025 0,145 0,157 0,000 0,000 0,030
> 5¢-21-C | 0,025 0,017 0,098 0,211 0,010 0,020 0,056 5f-21-C | 0,028 0,032 0,143 0,046 0,000 0,011 0,027
6c-21-C | 0,022 0,000 0,017 0,021 0,000 0,000 0,022 6f-21-C | 0,032 0,010 0,045 0,099 0,000 0,000 0,026
7¢-21-C | 0,022 0,000 0,035 0,115 0,000 0,010 0,041 7f-21-C | 0,016 0,009 0,067 0,029 0,000 0,009 0,013
8c-21-C | 0,000 0,006 0,040 0,071 0,000 0,000 0,027 8f-21-C | 0,015 0,000 0,019 0,016 0,000 0,000 0,000

Tag 41, Basisfutter Mais 3 Tag 41, Basisfutter Mais 4

Probe Fuc Ara Gal Glc Xyl Man Fru Probe Fuc Ara Gal Glc Xyl Man  Fru
la-41-C | 0,104 0,094 0,175 0,830 0,019 0,058 0,206 3d-41-C | 0,071 0,126 0,177 1,592 0,056 0,095 0,108

s 3a-41-C | 0,049 0,074 0,087 0,497 0,011 0,028 0,093 5d-41-C | 0,030 0,038 0,059 0,234 0,000 0,015 0,020
¥  53-41-C | 0,076 0,064 0,140 0,358 0,000 0,021 0,080 7d-41-C | 0,083 0,023 0,071 0,173 0,000 0,000 0,028
6a-41-C | 0,811 0,397 4,229 6,637 0,220 0,562 1,858 8d-41-C | 0,157 0,183 0,326 2,181 0,066 0,067 0,111
1b-41-C | 0,071 0,192 0,126 1,564 0,022 0,060 0,241 2e-41-C | 0,033 0,031 0,047 0,216 0,000 0,000 0,017
4b-41-C | 0,067 0,020 0,043 0,127 0,000 0,000 0,034 4e-41-C | 0,257 0,109 0,202 0,250 0,044 0,023 0,041

;2 6b-41-C | 0,028 0,053 0,060 0,188 0,000 0,000 0,041 S5e-41-C | 0,097 0,040 0,058 0,146 0,000 0,000 0,023
6e-41-C | 0,044 0,022 0,040 0,089 0,000 0,012 0,015

8e-41-C | 0,597 0,354 0,924 0,214 0,000 0,000 0,094

1c-41-C | 0,013 0,039 0,062 0,144 0,008 0,016 0,042 1f-41-C | 0,022 0,025 0,068 0,083 0,000 0,014 0,019
2c¢-41-C | 0,088 0,037 0,117 0,587 0,015 0,036 0,069 3f-41-C | 0,014 0,032 0,034 0,088 0,000 0,013 0,020

E 4c-41-C | 0,317 0,208 0,212 0,851 0,060 0,059 0,073 4f-41-C | 0,045 0,076 0,073 0,305 0,000 0,026 0,027
5c-41-C | 0,087 0,041 0,144 0,290 0,021 0,013 0,076 5f-41-C | 0,482 0,275 1,083 2,493 0,091 0,094 0,204
8c-41-C | 0,208 0,041 0,205 0,205 0,016 0,033 0,056 6f-41-C | 0,069 0,097 0,111 0,821 0,029 0,043 0,055
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9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A17: Ergebnisse der Monosaccharidzusammensetzung der Oligosaccharidfraktionen der Caecum-
proben nach Hydrolyse mit Trifluoressigsdure nach 21 und 41 Tagen Fitterung (mg/g Caecumprobe,
n = 1), Rohdaten fiir die Box-Plot-Diagramme in Abbildung 27 bzw. Abbildung A18 (Futtervarianten:
Kontrolle (Kon), mit Xylanase (Xyla) und mit Xylanase und Xylooligosacchariden (X+X); Fuc: Fucose,
Rha: Rhamnose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, GalN:
Galactosamin, GlcN: Glucosamin, Rib: Ribose, n.q.: nicht quantifizierbar)

Tag 21, Basisfutter Mais 3 Tag 21, Basisfutter Mais 4

Probe Fuc Rha Ara Gal Glc Xyl Man Probe Fuc Rha Ara Gal Glc Xyl Man
2a-21-C | 0,018 n.g. 0,140 0,778 0,375 0,043 0,139 1d-21-C | 0,013 n.g. 0,059 0,288 0,224 0,022 0,147
3a-21-C | 0,016 n.g. 0,087 0,306 0,240 0,047 0,142 2d-21-C | 0,013 n.g. 0,091 0,320 0,218 0,032 0,150
43-21-C | 0,026 n.g. 0,156 0,826 0,535 0,062 0,297 3d-21-C | 0,021 n.g. 0,090 0,258 0,249 0,030 0,141

£ 5a21-C | 0017 ng. 0113 0267 0289 0050 0,130 4d-21-C | 0,000 n.g. 0,080 0,346 0,421 0,040 0,152
¥ 6a-21-C | 0,025 n.g. 0,104 0,285 0,291 0,055 0,108 5d-21-C [ 0,000 n.g. 0,102 0,488 0,255 0,024 0,111
7a-21-C | 0,000 n.g. 0,181 3,429 2,497 0,076 0,282 6d-21-C | 0,035 n.g. 0,324 9,590 4,630 0,107 0,789
8a-21-C | 0,035 n.g. 0,131 0,359 0,330 0,090 0,221 7d-21-C | 0,013 n.g. 0,109 0,229 0,137 0,026 0,050
8d-21-C | 0,014 n.g. 0,107 0,436 0,255 0,027 0,065

2b-21-C | 0,018 n.g. 0,079 0,181 0,214 0,036 0,113 le-21-C | 0,020 n.g. 0,073 0,143 0,152 0,029 0,115
3b-21-C | 0,028 n.g. 0,097 0,298 0,265 0,049 0,203 2e-21-C | 0,017 n.g. 0,086 0,261 0,232 0,023 0,134
4b-21-C | 0,030 n.g. 0,115 0,419 0,413 0,051 0,094 3e-21-C | 0,020 n.g. 0,217 1,341 0,744 0,048 0,231

© 5b-21-C | 0,035 n.g. 0,385 0,961 0,538 0,096 0,099 4e-21-C 1 0,020 n.g. 0,117 0,259 0,192 0,031 0,151
< 6b-21-C | 0,027 n.g. 0,167 1,009 0,626 0,072 0,164 5e-21-C | 0,010 n.g. 0,066 0,147 0,179 0,016 0,081
7b-21-C | 0,022 n.g. 0,100 0,236 0,304 0,059 0,155 6e-21-C | 0,019 n.g. 0,061 0,166 0,215 0,020 0,108
8b-21-C | 0,020 n.g. 0,114 0,290 0,337 0,060 0,157 7e-21-C | 0,020 n.g. 0,095 0,171 0,234 0,042 0,157
8e-21-C 1 0,028 n.g. 0,088 0,263 0,237 0,035 0,078

1c-21-C | 0,020 n.g. 0,108 0,297 0,216 0,052 0,082 1f-21-C | 0,015 n.g. 0,080 0,215 0,194 0,022 0,069
2c-21-C | 0,014 n.g. 0,120 0,479 0,208 0,052 0,210 2f-21-C | 0,015 n.g. 0,093 0,408 0,238 0,028 0,123
3c-21-C | 0,023 n.g. 0,128 0,502 0,236 0,043 0,182 3f-21-C | 0,000 n.g. 0,188 2,004 1,024 0,104 0,340

x 4c¢-21-C | 0,000 n.g. 0,167 1,581 0,815 0,062 0,316 4f-21-C | 0,057 n.g. 0,192 1,850 0,876 0,110 0,304
> 5¢-21-C | 0,025 n.g. 0,160 0,764 0,505 0,078 0,146 5f-21-C | 0,000 n.g. 0,132 1,484 0,838 0,048 0,349
6c-21-C | 0,024 n.g. 0,112 0,401 0,223 0,056 0,111 6f-21-C | 0,021 n.g. 0,089 0,426 0,364 0,024 0,128
7c-21-C | 0,017 n.g. 0,089 0,209 0,238 0,042 0,081 7f-21-C | 0,019 n.g. 0,097 0,427 0,227 0,038 0,259
8c-21-C | 0,019 n.g. 0,075 0,145 0,184 0,034 0,103 8f-21-C | 0,014 n.g. 0,103 0,544 0,211 0,037 0,176

Tag 41, Basisfutter Mais 3 Tag 41, Basisfutter Mais 4

Probe Fuc Rha Ara Gal Glc Xyl Man Probe Fuc Rha Ara Gal Glc Xyl Man
1la-41-C | 0,024 0,028 0,056 0,144 0,260 0,054 0,127 3d-41-C | 0,029 0,072 0,080 0,105 0,435 0,057 0,184

s 3a-41-C | 0,000 0,112 0,023 0,066 0,156 0,021 0,064 5d-41-C | 0,032 0,014 0,032 0,063 0,144 0,031 0,125
~  53-41-C | 0,018 0,054 0,033 0,078 0,257 0,034 0,110 7d-41-C | 0,023 0,021 0,044 0,108 0,320 0,028 0,107
6a-41-C | 0,043 0,041 0,168 0,579 1,136 0,123 0,307 8d-41-C | 0,000 0,096 0,065 0,094 0,384 0,043 0,166
1b-41-C | 0,014 0,056 0,042 0,096 0,212 0,037 0,101 2e-41-C | 0,016 0,021 0,027 0,041 0,099 0,020 0,110
4b-41-C | 0,021 0,021 0,042 0,101 0,209 0,033 0,094 4e-41-C | 0,036 0,037 0,082 0,316 0,594 0,048 0,226

;g 6b-41-C | 0,032 0,029 0,067 0,126 0,260 0,052 0,144 5e-41-C | 0,000 0,023 0,043 0,113 0,253 0,033 0,133
6e-41-C | 0,011 0,019 0,018 0,046 0,099 0,015 0,074

8e-41-C | 0,043 0,042 0,144 0,396 0,193 0,054 0,219

1c-41-C | 0,035 0,061 0,053 0,174 0,192 0,049 0,107 1f-41-C | 0,012 0,017 0,029 0,076 0,081 0,016 0,150
2c-41-C | 0,022 0,048 0,039 0,064 0,133 0,038 0,096 3f-41-C | 0,015 0,027 0,038 0,085 0,266 0,034 0,085

E 4c-41-C | 0,026 0,040 0,065 0,072 0,174 0,039 0,182 4f-41-C | 0,020 0,055 0,028 0,078 0,177 0,027 0,120
5c¢-41-C | 0,037 0,037 0,061 0,163 0,353 0,053 0,119 5f-41-C | 0,022 0,096 0,061 0,144 0,695 0,046 0,172
8c-41-C | 0,094 0,035 0,087 0,192 0,197 0,059 0,195 6f-41-C | 0,037 0,027 0,053 0,108 0,282 0,033 0,125

Fortgesetzt auf nachster Seite
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9.2 Tabellen

Fortsetzung Tabelle A17

Tag 21, Basisfutter Mais 3

Tag 21, Basisfutter Mais 4

Probe | GalN GlIcN Rib Probe | GalN GlcN Rib
2a-21-C | 0,066 0,254 0,027 1d-21-C | 0,057 0,508 0,027
3a-21-C | 0,057 0,275 0,027 2d-21-C | 0,067 0,414 0,024
43-21-C | 0,070 0,313 0,050 3d-21-C | 0,074 0,437 0,028

£ 5a21-C 0,047 0,189 0,027 4d-21-C | 0,056 0,226 0,032
¥ 6a-21-C | 0,043 0,184 0,028 5d-21-C | 0,068 0,277 0,025
7a-21-C | 0,034 0,102 0,000 6d-21-C | 0,070 0,378 0,050
8a-21-C | 0,110 0,359 0,031 7d-21-C | 0,055 0,208 0,019
8d-21-C | 0,074 0,204 0,025

2b-21-C | 0,041 0,216 0,032 le-21-C | 0,061 0,373 0,039
3b-21-C | 0,044 0,258 0,033 2e-21-C | 0,080 0,279 0,066
4b-21-C | 0,065 0,191 0,038 3e-21-C | 0,050 0,332 0,027

© 5b-21-C | 0,118 0,216 0,046 4e-21-C | 0,092 0,539 0,023
< 6b-21-C | 0,035 0,186 0,049 5e-21-C | 0,030 0,226 0,025
7b-21-C | 0,036 0,206 0,064 6e-21-C | 0,067 0,330 0,023
8b-21-C | 0,080 0,310 0,030 7e-21-C | 0,051 0,344 0,028
8e-21-C | 0,044 0,182 0,027

1c-21-C | 0,041 0,188 0,034 1f-21-C | 0,075 0,246 0,030
2c¢-21-C | 0,061 0,427 0,019 2f-21-C | 0,060 0,308 0,028
3c-21-C | 0,052 0,283 0,039 3f-21-C | 0,062 0,363 0,000

x 4c-21-C | 0,083 0,228 0,023 4f-21-C | 0,049 0,323 0,041
> 5¢-21-C | 0,071 0,299 0,034 5f-21-C | 0,059 0,228 0,000
6c-21-C | 0,085 0,413 0,022 6f-21-C | 0,061 0,359 0,026
7¢-21-C | 0,032 0,113 0,024 7f-21-C | 0,099 0,845 0,027
8c-21-C | 0,038 0,182 0,024 8f-21-C | 0,096 0,763 0,018

Tag 41, Basisfutter Mais 3 Tag 41, Basisfutter Mais 4

Probe | GaIN GIcN Rib Probe | GalN GIcN Rib
1la-41-C | 0,082 0,167 0,037 3d-41-C | 0,070 0,304 0,040

s 3a-41-C | 0,066 0,112 0,031 5d-41-C | 0,059 0,261 0,029
¥ 53-41-C | 0,054 0,189 0,029 7d-41-C | 0,073 0,200 0,048
6a-41-C | 0,075 0,373 0,044 8d-41-C | 0,033 0,260 0,040
1b-41-C | 0,063 0,232 0,028 2e-41-C | 0,035 0,263 0,027
4b-41-C | 0,063 0,190 0,041 4e-41-C | 0,052 0,352 0,092

;g 6b-41-C | 0,066 0,280 0,055 5e-41-C | 0,043 0,193 0,076
6e-41-C | 0,042 0,264 0,026

8e-41-C | 0,094 0,555 0,027

1c-41-C | 0,051 0,289 0,096 1f-41-C | 0,057 0,457 0,023
2c¢-41-C | 0,067 0,208 0,035 3f-41-C | 0,039 0,507 0,051

E 4c-41-C | 0,076 0,340 0,105 4f-41-C | 0,077 0,432 0,066
5c-41-C | 0,041 0,188 0,041 5f-41-C | 0,077 0,526 0,029
8c-41-C | 0,112 0,819 0,031 6f-41-C | 0,052 0,347 0,028
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9 Anhang (Abbildungen und Tabellen)

Tabelle A18: Ergebnisse der Methylierungsanalyse der Caecumproben. Analysiert wurden gepoolte
Proben aus dem Probensatz fiir die Methodenentwicklung (Pool 2: Futter auf Maisbasis mit Xylanase,
Pool 4: Futter auf Maisbasis mit Xylanase und Xylooligosacchariden (XOS), Pool 6: Futter auf Maisbasis
mit Weizenkleiezugabe und Xylanase, Pool 8: Futter auf Maisbasis mit Weizenkleiezugabe sowie
Xylanase und XOS; Glc: Glucose, Gal: Galactose, Man: Mannose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Rib: Ribose,
Rha: Rhamnose, Fuc: Fucose, t: terminal, p: -pyranose, f: -furanose; Rausch, 2022)

PMAA in mol% Pool 2 Pool 4 Pool 6 Pool 8
t-Glcp 22,3 +£0,6 21,8 £ 0,2 22,1 £0,2 23,2 £0,7
1,3-Glcp 3,410,1 3,6 £0,0 3,1+£0,0 39+04
1,4-Glcp 12,6 £0,6 11,0 +£1,6 11,7 £1,0 8,4 +0,3
1,6-Glcp 501£0,3 7,4 £0,5 7,6 £0,1 5904
Summe 43,2 £0,1 43,8 £0,8 445 +£0,7 41,4 +0,3
t-Galp 8,8 £0,5 11,4 £0,6 11,7 0,4 8,8 0,0
1,2-Galp 3,9+0,0 3,6 £0,2 3,4 +£0,2 3,7 10,2
1,3-Galp 2,7 £0,3 2,4 £0,1 2,4 £0,0 2,8 £0,3
1,4-Galp 1,4 +0,1 1,5+£0,0 1,5+0,2 1,5+0,0
1,6-Galp 2,4 £0,2 2,9 £0,0 3,3%0,2 2,7 £0,1
Summe 19,2 +0,6 21,8 £0,9 22,4 £0,6 19,6 £0,7
t-Manp 2,5%0,1 2,501 2,4 +0,1 2,9+0,0
1,2-Manp 3,8£0,1 5,2 £0,0 45 0,4 54 +0,8
1,4-Manp 1,1+0,1 1,1 £0,0 1,1 +0,0 1,0 £0,0
1,6-Manp 50 10,2 50 %0,0 4,3 0,1 5100
Summe 12,4 £0,2 13,9 £0,0 12,2 £0,2 14,4 £0,8
t-Xylp 7,1 £0,6 6,4 £0,0 7,0 £0,0 8,704
1,2/1,4-Xylp 4,8 +0,4 3,0£0,1 2,8 £0,0 2,6 £0,2
Summe 11,9 +£0,2 9,4 +0,1 98 £0,1 11,3 £0,6
t-Arap 6,6 £1,1 5,7 £0,2 6,1 £0,2 5804
1,2-Ribf/Araf 0,9 £0,0 0,9+0,0 0,7 £0,1 0,7 £0,1
1,4-Arap/1,5-Araf 1,7+£0,1 2,0£0,0 1,3+0,2 1,6 £0,2
Summe 9,2 +0,9 85 +0,2 80 +0,1 8,1+0,1
1,2-Rhap 2,5+0,8 1,7 £0,2 1,7+0,1 3,4+£0,3
1,3-Rhap/Fucp 0,9 £0,0 0,4 +0,1 0,6 £0,1 1,1+£0,0
2,3-Fucp/Rhap 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0
Summe 3,4 0,9 2,110,1 2,4 £0,2 4,5 +0,3
t-Fucp 0,6 £0,0 0,501 0,7 £0,1 0,7 £0,2
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