Ergebnisse Enzymcharakterisierung

5. Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung der Enzympraparate,
wie isoelektrischer Punkt, pH-Optimum, Anzahl der aktiven Enzyme innerhalb der verschiede-
nen Enzympraparate und die Analyse der enzymatischen Hydrolyseprodukte einiger Enzympra-

parate vorgestellt.

Die Substrate zur Enzymaktivitdtsbestimmung wurden physikalisch, chemisch und enzymatisch
modifiziert, anschlielend charakterisiert und zur Enzymaktivititsbestimmung in komplexen

Proben, wie Futtermittel- und Digestaproben angewendet.

Die Entwicklung und die Ergebnisse der Anwendung der neuen Enzymaktivititsbestimmungs-

methode , Farbreaktion“ wird dokumentiert.

5.1 Enzymcharakterisierung

5.1.1 Biochemische Charakterisierung

In diesem Ergebnisabschnitt werden von einigen Préparaten die spezifischen Enzymhaupt- und
Nebenaktivititen, die isoelektrischen Punkte und die pH-Optima dargestellt, um sie fiir weitere
Untersuchungen zu charakterisieren und die Ergebnisse der Enzymaktivitdtsbestimmungsme-
thoden vergleichbar zu machen. Hauptaktivititen sind die hochsten Aktivitdten innerhalb eines
Préaparates. Tabelle 4 zeigt am Beispiel des Enzympraparates Biofeed plus® (Humicola insolens)

die Reinigung von B—Glucanasen.

Tabelle 4: Reinigung von B—Glucanasen am Beispiel des Enzympréparats Biofeed plus®
(Humicola insolens)

Reinigungsschritt Gesamtprotein1 Aktivitiat? [IE/ml] spezifische Aktivitiat3

[mg/ml] [IE/mg Gesamtprotein]
Rohpréparat 34,0 720 21,2
Ultrafiltration 12,0 690 57,5
Aufkonzentrierung 10,5 650 61,9
Anionenaustauscher 2,5 1540 669,0
Gelfiltration 1,5 1410 881,0

Ipradford Proteinbestimmung; 2DNSS—Test (Substrat Lichenin); 3 Aktivitit als Summe der aktiven Komponenten
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Nach der Auftrennung war zu erkennen, daf$ nur ein Anteil von 2,4% des Gesamtproteins enzy-

matische Aktivitat auf das Substrat f—Glucan aufweist (Tab. 4).

Tabelle 5: Enzymaktivitdten verschiedener Enzympréparate in IE/g

Handelsname Produktionsstamm* B—Glucanase Cellulase Xylanase Laminarinase
Avizyme 1300® Trichoderma longibrachiatum 52 12 2662 n.b.
T. viride
Biofeed plus® Humicola insolens 689 76 1706 3
Biofeed Wheat®  Aspergillus oryzae 36 5 1173 0
Lyxasan® A. niger I 1379 549 14517 12
Roxazyme® T. viride 2530 155 12780 136
Barlican® T. reesei I 16100 123 1790 0
Biopract® T. reesei II 12820 52 3760 51
Energex® A. niger II 1370 64 233 10
Novozyme 104® k. A. 0 - 160 n.b.
Hostazym X® k. A 18 - 710 n.b.

DNSS-Test bei 50°C und pH 6,0; als Substrate dienten Lichenin, Laminarin und Haferspelzenxylan,
n.b. = nicht bestimmt, *nach Herstellerangaben 1994; k.A.= keine Angabe

Tabelle 5 zeigt die Enzymaktivitidten und —spezifitdten der verschiedenen Enzympréparate bei
Verwendung von Haferspelzenxylan, Laminarin, CMC und B-Glucan als Substrat. Sie wurden
mittels DNSS-Test ohne Beriicksichtigung des jeweiligen pH-Optimums bei 50°C in 20 mM Na-
triumacetatpuffer einheitlich bei pH 6,0 bestimmt. Die Enzympraparate lie3en sich nach ihren
Hauptaktivitdten in f—Glucanase betonte Enzyme und Xylanase betonte Enzyme einteilen. Xyla-
nase betonte Praparate sind Avizyme®, Biofeed plus®, Biofeed Wheat®, Lyxasan®, Hostazym X®,
Novozyme 104® und Roxazyme®. B—Glucanase betonte Praparate sind Barlican®, Biopract® und

Energex®.

In den Nebenaktivititen zeigten die Enzympraparate erhebliche Unterschiede. Das Enzympra-
parat Biofeed Wheat®, welches aus einem gentechnisch verdnderten Mikroorganismus stammt,
hatte keine Nebenaktivitdten im Vergleich zu Préparaten, die mit lediglich selektierten Mikro-
organismenstdmmen produziert wurden. Die sehr geringen Nebenaktivitdten, die auch im Zy-
mogramm erkennbar sind, sind vernachlassigbar. Alle Praparate hatten eine niedrige Aktivitat

auf Cellulose und Laminarin.
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Tabelle 6: Spezifische f—Glucanaseaktivititen (IE/mg) der einzelnen Enzympraparate

Enzympréaparat spezifische Aktivitit [IE/mg Protein]
Aspergillus niger I 932
Aspergillus niger II 571
Humicola insolens 881
Trichoderma reesei I 437
Trichoderma reesei IT 602
Trichoderma viride 124

Die spezifische enzymatische Aktivitdt der unterschiedlichen Enzymrohpraparate auf Lichenin
(Tab. 6) zeigte deutliche Unterschiede. Sowohl die Unterschiede zwischen Enzymprédparaten
aus verschiedenen mikrobiellen Produktionsstdmmen, wie z.B. von 124 IE/mg bei T. viride und
932 IE/mg Protein bei Aspergillus niger, als auch zwischen Enzympréparaten aus gleichen Pro-
duktionsstimmen, wie z.B. T. reesei I mit 437 IE/mg Protein und T. reesei II mit 602 mg/IE Pro-

tein.

Alle untersuchten Enzympraparate zeigten auf Zymogrammen wenigstens zwei —Glucanase
Aktivitdten. Die Abbildung 13 zeigt als Beispiel ein mit Lichenin (f—Glucan) versetztes und mit
der Doppelfarbetechnik angefiarbtes SDS—Gel. Die hellen Banden zeigen Aktivitdt auf das Sub-

strat Lichenin, die dunklen Banden sind Proteinbanden ohne enzymatische Aktivitét.

Tabelle 7: Molmassen (in kD), Verteilung der aktiven Komponenten und Substratspezifitét
(Hauptbanden in Fettdruck)

Proteinbanden mit Aktivitit gegeniiber

Enzympréaparat CMC Xylan Xylan u. Lichenin
Aspergillus niger I ~100, 65, 62, 57, 48, 42, 38 56, 42, 38, 37, 32,24,22 -

Aspergillus niger II 67, 48, 38, 36, 34, 28 42,37, 26 -

Humicola insolens ~102, 92, 82, 80, 64, 56, 42 ~98, 90, 84, 72, 62, 39 -

Trichoderma viride 92, 80, 56, 52, 50, 20 32,21 -

Trichoderma reesei I 72,56, 54, 32, 20 ~102, 56, 32, 29, 26, 21 -

Trichoderma reesei II 56, 54, 45, 32, 22 56, 32, 26, 21 56

In Tabelle 7 sind die Molekulargewichte der aktiven Komponenten und die Substratspezifitét
der verschiedenen Enzympraparate zusammengestellt. Der Vergleich der Préparate A. niger I

und IT lief3 erkennen, daf} die Enzympraparate unterschiedliche Aktivbanden haben. Die Haupt-
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aktivitaten des A. niger [-Préparates lie3en sich im A. niger II-Préparat als schwache Nebenak-

tivitdt erkennen (Tab. 7).

In den Zymogrammen der T. reesei-Praparate stimmten die Aktivbanden bis auf eine zusatzliche
Enzymaktivitdt mit hoher Molmasse im T. reesei-I[-Praparat. In den unterschiedlichen Enzym-
praparaten (Tab. 7) wurden bis zu maximal 11 Banden mit Aktivitdt auf f—Glucan (A. niger I)
und bis zu 10 Banden mit Aktivitat auf Xylan (H. insolens) nachgewiesen. Viele dieser Banden
tragen allerdings nur zu einem geringen Teil zur Gesamtaktivitdt der Enzympréaparate bei. Es
gibt innerhalb der Enzympréparate Proteinbanden mit enzymatischer Aktivitit, die identische
Molmassen (56 kD B-Glucanaseaktivitdt bei den Trichoderma—Stdmmen und H. insolens) und
enzymatisch aktive Proteinbanden die unterschiedlicher Molmassen, aber mit gleicher Substrat-

spezifitat aufweisen.

Standard ) . Standard _ | . Standard ) _ Standard
kD A niger! A nigeril T. viride H. insolens T. reeseil T reesei ll

o . > Jrogen 2

Abbildung 13: Beispiel fiir ein mit Lichenin (—Glucan) versetztes und mit der Doppelfarbetechnik ange-
farbtes SDS—Gel mit 6 Enzympraparaten (Helle Banden = Aktivitdt auf Substrat Lichenin, dunkle Ban-
den = Proteinbanden ohne enzymatische Aktivitit);

Bahn 2: A. niger I, 3: A. niger II, 5: H. insolens, 6: T. viride, 8: T. reesei I, 9: T. reesei II,

Bahnen 1, 4, 7, 10: niedrige Molmassen Standards (Fa. Pharmacia, Schweden)
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Tabelle 8: Isoelektrische Punkte und pH-Optima aktiver Komponenten (B-Glucan)
ausgesuchter Enzympréparate

Enzympréparat Molekulargewicht  isoelektrischer Punkt pH-Optimum
Aspergillus niger I 65 4,2 5,5
48 5,8 6,5
38 7,1 6,5
28 4,5 4,0
Aspergillus niger IT 36 4,1 4,5
34 3,8 4,5
Humicola insolens 102 9,2 4,5
56 4,3 5,5
22 8,8 6,5
Trichoderma viride 56 4,3 5,5

In Tabelle 8 sind die isoelektrischen Punkte und die pH-Optima einiger Enzympréparate darge-
stellt. Der Vergleich der isoelektrischen Punkte zeigt, daf} es sich bei den Hauptaktivititen der
verschiedenen Enzympriparate jeweils um unterschiedliche Enzyme handelt. Die pH-Optima
der 3 aktiven Komponenten liegen bei Humicola insolens zwischen 4,5 und 6,5. Aspergillus
niger I hat 4 aktive Komponenten mit pH-Optima zwischen 4 und 6,5. Die beiden aktiven Kom-
ponenten von A. niger Il haben das gleiche pH-Optimum bei 4,5. T. viride hat eine aktive Kom-

ponente mit einem pH-Optimum bei 5,5.

Tabelle 9: Temperaturstabilitdt (Restaktivitidt) der Enzympréaparate nach 30 min Inkubation bei
60°C in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. 4,5, bestimmt mittels DNSS-Test

Rohpréparat Herkunft Restaktivitéit [%]
Lichenin CMC Xylan

Lyxasan® Aspergillus niger I 64 84 21
Energex® Aspergillus niger II 67 82 28
Biofeed plus® Humicola insolens 55 73 45
Roxazyme® Trichoderma viride 62 44 25
Barlican® Trichoderma reesei I 73 77 18
Biopract® Trichoderma reesei I 62 95 30
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Die Temperaturstabilitdten der Enzympraparate wurden im wéssrigen Medium (20 mM Natri-
umacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. 4,5) bestimmt. Futtermittel werden bei 60-80°C trocken pelle-
tiert. In trockener Hitze haben die Enzyme eine hohere Temperaturstabilitit. Die ermittelten

Temperaturstabilitdten sind in Tabelle 9 dargestellt.

5.1.2 Hydrolysemuster der verschiedenen Enzympréparate

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung wurde Haferspelzenxylan mit 1 bzw. 100 IE En-
zym hydrolysiert, um herauszufinden, ob eine Erh6hung der Enzymkonzentration eine Verdn-
derung in der Verteilung der Hydrolyseprodukte bewirkt. Die Hydrolyseprodukte wurden iiber
eine HPLC mit einer Anionaustauschsdule (HPLC PA1 Siule, Fa. Dionex, Idstein) durch Hydro-
xid— und Acetateluenten getrennt und die Hydrolysechromatogramme (Hydrolysemuster) mit-
tels amperometrischer Detektion aufgezeichnet. Die Peakgrof3e ist nur innerhalb eines Empfind-
lichkeitsbereichs zu vergleichen, weil die Empfindlichkeit des amperometrischen Detektors in
den ersten 15 Minuten auf 5 uC, danach auf 1 uC und nach 20 min auf 500 nC eingestellt war.
Als Referenzsubstanz zur Identifizierung der enzymatischen Hydrolyseprodukte diente sauer
teilhydrolysiertes Haferspelzenxylan (30 min, 2 M H,SO,, Raumtemperatur), wobei die Mono-
mere durch Standards (10 mg/1 Xylose, Glucose und Arabinose, Fa. Sigma) identifiziert wur-

den. Die hoherpolymerisierten Xylosen wurden ausgehend von Xylose durch auszdhlen identi-

fiziert.
Detektionsempfindlichkeit: 5uC 1uC 500 nC
Xylose
Arabinose
Xylobiose
()
=

sauer hydrolysiertes Xylan

unbehandeltes Xylan
A LN
T I T I T T T I T I
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abbildung 14: Chromatogramm der Referenzsubstanz (30 min mit 2 M H,SO,4 bei Raumtemperatur
hydrolysiertes Haferspelzenxylan) und von unbehandeltem Haferspelzenxylan
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Abbildung 14 zeigt das Hydrolysechromatogramm der Referenzsubstanz. Es sind alle Hydroly-
seprodukte bis dp 40 vorhanden. Uberwiegend wurde das Haferspelzenxylan in Arabinose, Xy-
lose, Xylobiose und Oligomere bis zu einem dp von 19 sauer hydrolysiert; hohere Xyloseoligo-
mere ab dp 19 entstanden in geringeren Konzentrationen. Unhydrolysiertes Haferspelzenxylan
hat eine so grolse Molmasse, daf3 es nicht eluiert werden konnte (Abb. 14). Durch die enzyma-
tische Hydrolyse entstanden unterschiedliche Hydrolysemuster. Die Chromatogramme konnten
nur flir qualitative Aussagen verwendet werden, da die amperometrische Detektion auf die ein-
zelnen Hydrolyseprodukte unterschiedlich empfindlich reagiert. Deshalb konnte iiber die Peak-
hohe bzw. Fliche nur halbquantitativ auf die Konzentration der Produkte geschlossen wer-
den.Die folgenden Chromatogramme zeigen die Hydrolyseprofile verschiedener Enzymprépara-

te und —konzentrationen (1 IE/ml und 100 IE/ml).

Detektionsempfindlichkeit: 5uC 1uC
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Abbildung 15: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem Haferspelzenxylan. Die
Enzymkonzentration der Praparate Roxazyme®, Lyxasan®, Biofeed plus® betrug jeweils 1 IE/ml. Es
wurde eine 1%ige Xylanlosung 16-18 h bei RT in Natriumacetatpuffer bei pH 5,4 hydrolysiert.

Durch die Hydrolyse mit Lyxasan® (A. niger I) entstand die hochste Konzentration an niedermo-
lekularen Endprodukten: Arabinose, Xylose, Xylobiose, Xylosetrimer, Xylosetetramer. Mit Roxa-
zyme® (T. viride) entstand in geringer Konzentration als beim Lyxasan® Arabinose, Xylobiose,

Xylosetrimer und das Pentamer. Die Produkte mit dem Polymerisationsgrad (dp) 11 bzw. 12

waren nach der Hydrolyse mit Roxazyme® in etwas héherer Konzentration vorhanden als nach
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der Hydrolyse mit Lyxasan®. Bei der Hydrolyse mit Biofeed plus® (H. insolens) entstand iiber-

wiegend Xylobiose und sehr geringe Mengen von Arabinose, Xylose, Xylosetrimer (Abb. 15).

Detektionsempfindlichkeit: 5uC 1uC 500 nC
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Abbildung 16: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem Haferspelzenxylan.
Eine 1%ige Xylanlésung wurde mit 100 IE/ml Biofeed Wheat®, Roxazyme® und der isolierten Xylanase
aus Barlican® 16-18 h bei RT in Natriumacetatpuffer bei pH 5,4 hydrolysiert.

Die Hydrolysemuster der isolierten Xylanase aus Barlican® (T. reesei I) und Biofeed Wheat®

(A. oryzae) waren fast identisch. Als deutlicher Unterschied ist zu erkennen, daf3 Biofeed

Wheat® mehr Arabinose freisetzt als die aus Barlican® isolierte Xylanase. In beiden Hydrolyse-
profilen lagen hohe Konzentrationen der niedermolekularen Hydrolyseprodukte wie Arabinose,
Xylose, Xylobiose, Xylotriose, Xylopentose, gefolgt von geringeren Konzentrationen mit einem
Polymerisationsgrad von 6, 7 und 8 vor. Hohere Konzentrationen mit einem Polymerisations-

grad von 9, 10, 12, 13, 14, 16-22 waren zu erkennen (Abb. 16).

Hostazym X® (k.A.) (Abb. 17) hydrolysierte zu den iiblichen niedermolekularen Endprodukten
(Arabinose, Xylose, Xylobiose, etc.). Nach dem Xylohexamer fehlten die Hydrolyseprodukte bis
zum Octamer. Danach waren alle Stufen bis zum Polymerisationsgrad (dp) 15 vorhanden. Die
Konzentrationen der Hydrolyseprodukte mit einem Polymerisationsgrad (dp) von 16 bis 21 wa-
ren geringer, als die mit einem dp von 8-15, die Konzentrationen mit einem dp ab 21 u. 23 wa-

ren wieder hoher.
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Detektionsempfindlichkeit: 1uC 500 nC
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Abbildung 17: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem Haferspelzenxylan.
Eine 1%ige Xylanlgsung wurde mit je 100 IE Hostazym X® und Novozyme 104® 16-18 h bei RT in Natri-
umacetatpuffer bei pH 5,4 hydrolysiert.

Novozyme 104® (k.A.) (Abb. 17) hydrolysierte zu Arabinose, Xylose und etwas Xylobiose, das

Xylotrimer fehlt. Die Konzentrationen dieser Hydrolyseprodukte waren wesentlich geringer als

die Konzentrationen der entsprechenden Produkte, die durch Hydrolyse mit Hostazym X® ent-

standen. Xylosepentamer entstand ungefihr in der gleichen Konzentration wie bei der Hydroly-

se mit Hostazym X®. Vom Pentamer bis zum Xylononamer fehlten die Hydrolyseprodukte. Die
nachste hohere Konzentration hatte einen dp von 21. Nach diesem Produkt kamen mehrere klei-
nere Konzentrationen bis zum dp 40. Ab dp 40 war ein hohes Maximum von unaufgeldsten

Peaks zu erkennen.

Durch die Hydrolyse mit Lyxasan® (A. niger I) und Biofeed plus® entstanden {iberwiegend nie-
dermolekulare Produkte bis zum Tetramer bzw. Pentamer des Xylans. Grol3ere Hydrolysepro-
dukte traten in geringerer Konzentration auf (Abb. 18). Die Hydrolysemuster der Endprodukte,
die jeweils nach 16-18 h entstanden, waren von der Enzymkonzentration unabhingig, wie
durch die Hydrolysemuster, die mit Lyxasan® und Biofeed plus® mit 1 und 100 IE innerhalb der

gleichen Hydrolysezeit erzeugt wurden, gezeigt wurde (Abb. 15 und 18).
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Detektionsempfindlichkeit: 5uC 1uC 500 nC
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Abbildung 18: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem Haferspelzenxylan.
Eine 1%ige Xylanl6sung wurde mit je 100 IE Biofeed plus® und Lyxasan® 16-18 h bei RT in Natriumace-
tatpuffer bei pH 5,4 hydrolysiert.

Nach den Hydrolyseuntersuchungen lassen sich drei &hnliche Gruppen von Hydrolyseprodukt-
mustern erkennen. Ein nahezu vollstidndiger Abbau des Haferspelzenxylans zu Xylose und Xy-
lobiose lag bei dem A. niger I und den H. insolens Praparaten vor, wobei die Endprodukte von
H. insolens mehr Xylotriosen aufwiesen. Etwas unvollstdndiger war der Abbau durch das T. vi-
ride Praparat mit gro8en Anteilen an Oligoxylosen (dp 8-12) und geringeren Anteilen an Poly-
merxylosen (dp>30). Als drittes Muster lassen sich die Endprodukte der Enzymreaktion mit
T. reesei II, T. longibrachiatum, A. oryzae Praparate und der gereinigten Xylanase aus T. reesei I
zusammenfassen. Auferdem wurde gezeigt, dafd die Hydrolysechromatogramme von der einge-

setzten Enzymkonzentration unabhéngig sind.

5.2 Enzymaktivitatsbestimmung in komplexen Medien
5.2.1 Agardiffusionstest

Die Enzympraparate wurden in Natriumacetatpuffer, Getreide—, Futtermittel- oder Digestaex-
trakten verdiinnt und in steigender Konzentration in die Bohrungen der substrathaltigen Agar-
platten pipettiert. Als Substrate wurden Haferspelzen— bzw. Arabinoxylan, B—Glucan bzw. Li-
chenin (ein B—Glucan) verwendet. Die durch die Enzymaktivitat nach der Inkubation entstehen-

den Lysezonen konnen nach der Anfarbung mit Kongorot quantitativ ausgewertet werden. Von
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den getesteten Farbstoffen (Trypanblau, Brilliant Yellow, Calcufluor, Kongorot) ist nur Kongo-
rot zur Unterscheidung von hydrolysiertem/unhydrolysiertem Xylan geeignet. Die Auswertung
erfolgte anfangs visuell mittels eines Lineals. Der Durchmesser der Lysezonen wurde gegen den
Logarithmus der Enzymkonzentration aufgetragen. Diese visuelle Auswertung erwies sich als
unpréazise in Bezug auf die logarithmische Korrelation der Enzymkonzentration zu den Lysezo-
nen. Geringe Abweichungen wie z.B. 0,5 mm Differenz bei der Bestimmung der Lysezonen-
durchmesser fithrten zu Fehlern in der Enzymaktivitdtsbestimmung, die von der Steigung der
Standardkurve abhéngt. Eine grof3ere Genauigkeit wurde durch digitale Photographie der Agar-
platten und anschliefender Auswertung mittels Densitometriesoftware erzielt (Fa. Raytest,
Straubenhardt). Die Flache der Lysezonen wurde gegen den Logarithmus der Enzymkonzentra-
tion aufgetragen. Wenn nichts anderes angegeben, erfolgte die Auswertung mit dem Photodo-

kumentationssystem.

5.2.1.1  Xylanase-Aktivitdtsbestimmung

Im folgenden wird die Enzymaktivitit einiger Enzympraparate auf das Substrat Xylan und der
Einfluf3 verschiedener Substratmodifikationen auf die Bestimmung der Enzymaktivitdt im Fut-
termittel dargestellt. Durch enzymatische Hydrolyse entstanden je nach verwendeter Haferspel-
zenxylancharge beim Agardiffusionstest unter gleichen Bedingungen (Enzymkonzentration,
Temperatur, Inkubationszeit, etc.) Lysezonen unterschiedlicher Grofde (ohne Abb.). Die Hydro-
lyse des Substrats héngt also von der Charge des zur Enzymbestimmung eingesetzten Hafer-
spelzenxylans ab. Als Charge wurde in dieser Arbeit eine Lieferung mit gleicher Chargennum-
mer definiert (s. Tabelle 51, Produktspezifikation Fa. Roth, Karlsruhe, im Anhang). Die Ergeb-
nisse der einzelnen Agardiffusionstests wurden unter Verwendung von Substratmodifikationen
aus einer Charge Haferspelzenxylan verglichen. In den Abbildungen wurde die Y-Achse jeweils

den unterschiedlich empfindlichen Substraten angepalf3t.

Abbildung 19 zeigt die Aktivitatsbestimmung von Xylanasen in verschiedenen Futtermittelex-
trakten mittels Agardiffusion. Als Substrat wurde unbehandeltes Haferspelzenxylan verwendet.
Die Enzymaktivitatsbestimmung in Roggen und Triticale Futtermitteln wurde starker gestort,
als in Weizen und Gerste. Der Empfindlichkeitsbereich lag zwischen 2,5-25 mm?. Der Mef3be-

reich lag zwischen 0,5-1 IE/ml.
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20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6.0
Futtermittel B (Gerste), pH 6.0
Futtermittel T (Triticale), pH 6.0
Futtermittel R (Roggen), pH 6.0
Futtermittel W (Weizen), pH 6.0

o[> om|O]

Lysezone [mm?]

[log IE/ml]

Abbildung 19: Einfluf} von verschiedenen Futtermittelextrakten auf die Enzymaktivitatsbestimmung von

Enzympréparat Biofeed plus® (H. insolens) per Agardiffusion mit unbehandeltem Haferspelzenxylan als
Substrat, veroffentlicht in VAHJEN ET AL. (1997)

Enzymaktivitdtsbestimmung in Digestaproben konnte mit Digesta supplementierten Standard-
kurven durchgefiihrt werden. Magendigesta beeinflu3te die Enzymaktivitdtsbestimmung am
starksten. Der Einflu} der Digestafliissigkeit auf die Enzymbestimmung verringerte sich bis zum
Diinndarmabschnitt 3. Das zeigte sich in grof3eren Lysezonen (Abb. 20). Der Empfindlichkeits-
bereich lag in Diinndarmabschnitt 3 zwischen 5-15 mm?, der MeRbereich zwischen
0,1-1 IE/ml. Im Magen- und Diinndarmabschnitt 1 bzw. 3 lag der Empfindlichkeitsbereich zwi-
schen 5-15 mm?, der Mel3bereich zwischen 0,1-1 IE/ml.
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Abbildung 20: EinfluB von Ferkeldigestaiiberstinden auf die Enzymaktivitdtsbestimmung von Enzym-

priparat Biofeed plus® (H. insolens) mittels Agardiffusionstest mit unbehandeltem Haferspelzenxylan als
Substrat, veroffentlicht in VAHJEN ET AL. 1997
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Das Haferspelzenxylan wurde, wie beschrieben ultraschallbehandelt und als Substrat im Agar-
diffusionstest eingesetzt. Die Lysezonen (Abb. 21a), die bei der Verwendung von unbehandelten
Haferspelzenxylan als Substrat entstanden, zeigten noch dunkle (angefarbte) Bereiche, d.h. die
Hydrolyse war nicht so vollstdndig wie bei ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan (21b). Die

Lysezonen waren klarer abgegrenzt und damit besser auswertbar.

Abbildung 21: a) Agardiffusionstest mit unbehandeltem Xylan, b) Ultraschallxylan, veroffentlicht in
VAHIJEN ET AL. 1997

Die Ergebnisse, die unter Verwendung des ultraschallbehandelten Xylans erzielt wurden, waren
je nach Aufarbeitung Xylans unterschiedlich. Wurde das ultraschallbehandelte Xylan mit Etha-
nol bzw. Isopropanol ausgefillt und anschlieRend gefrier— oder luftgetrocknet, so entstanden
kleinere Lysezonen mit dem ungeféllten (Abb. 21, 22) und direkt aus dem Uberstand der Zen-
trifugation als Substrat verwendeten Xylan. Auch die Steigungen (Tab. 10) zeigen, daf’ das ul-
traschallbehandelte Haferspelzenxylan am schnellsten hydrolysiert wird. Deshalb wurde fiir alle
weiteren Enzymaktivitatsbestimmungen das ultraschallbehandelte Haferspelzenxylan nach vor-
heriger Konzentrationsbestimmung iiber Trockensubstanz (TS) entsprechend verdiinnt und di-

rekt aus dem Uberstand eingesetzt.

Tabelle 10: Steigungen der Kalibrationsgeraden, verschiedene Haferspelzenxylan-
modifikationen, Enzympraparat Lyxasan® in 20 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0

Haferspelzenxylan Steigung

unbehandelt 40,3
ultraschallbehandelt, ethanolisch gefillt 45,7
ultraschallbehandelt, ungefallt 56,7
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Abbildung 22: Agardiffusionstest mit ethanolisch gefilltem ultraschallbehandelten, ungefélltem ultra-

schallbehandelten und unbehandeltem Haferspelzenxylan, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in
20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Zum Vergleich wurde Arabinoxylan (Megazyme, Irland) als Substrat unter den gleichen Bedin-
gungen wie ultraschallbehandeltes und unbehandeltes Haferspelzenxylan zur Enzymaktivitits-
bestimmung der Praparate Lyxasan® (A. niger I) und Barlican® (T. reesei I) in Natriumacetatpuf-

fer bei pH 6,0, Futtermittel A- und Weizenextrakt bei pH 6,0 eingesetzt.
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Abbildung 23: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan und
Arabinoxylan, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Die Lysezonen, die unter Verwendung von Arabinoxylan als Substrat entstanden, hatten im
Agardiffusionstest mit Enzympréparat Lyxasan® (Abb. 23) und Barlican® (ohne Abb.) in Natri-
umacetatpuffer bei pH 6,0 anndhernd die Gré3e wie die, die unter Verwendung von ultraschall-
behandeltem Haferspelzenxylan als Substrat entstanden. Die Steigungen der Geraden waren
fast gleich. Die Lysezonen, die bei der Hydrolyse von unbehandeltem Haferspelzenxylan ent-

standen waren bei hoheren Enzymkonzentration etwas kleiner und die Steigung der Geraden
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war flacher als bei Verwendung von ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan und Arabi-

noxylan als Substrat.
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Abbildung 24: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan,
Enzympréaparat Barlican® (T. reesei I) in Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0
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Abbildung 25: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan,
Enzympraparat Barlican® (T. reesei I) in Weizenextrakt bei pH 6,0

Enzymaktivitdtsbestimmungen von Barlican® (T. reesei I) im Futtermittel- (Abb. 24), Futtermit-
tel G (ohne Abbildung) und im Weizenextrakt (Abb. 25), alles bei pH 6,0, fiihrten unter Ver-
wendung von ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan als Substrat zu groferen Lysezonen
als mit unbehandeltem Haferspelzenxylan. Bei der Enzymaktivitdtsbestimmung von Enzympra-
parat Barlican® und Lyxasan® mit unbehandeltem Arabinoxylan als Substrat in Futtermittelex-
trakten bei pH 6,0 (A: Ferkelaufzucht, Hauptkomponenten Weizen, Gerste, Sojaextraktions-

schrot, und G: Gefliigelmast, Hauptkomponenten Weizen, Mais, Sojaextraktionsschrot;

51



Ergebnisse Enzymaktivitdtsbestimmung in komplexen Medien

s. Tab. 3), war jeweils nur eine Lysezone bei hoher Enzymkonzentration (0,5 IE/ml bzw.

1 IE/ml) zu erkennen (ohne Abbildung).
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Abbildung 26: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und durch Filtration fraktioniertem
Haferspelzenxylan, Enzympraparat Barlican® (T. reesei I) in Natriumacetatpuffer pH 6,0
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Abbildung 27: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und durch Filtration fraktioniertem
Haferspelzenxylan, Enzympraparat Barlican® (T. reesei I) im Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0

Das ultraschallbehandelte Haferspelzenxylan wurde durch Filtration mit Proteinfiltern fraktio-
niert. Es entstanden zwei Fraktionen: eine hochmolekulare Fraktion (passierte nicht den
300 kD-Proteinfilter) und eine niedermolekulare Fraktion (passiert den 5 kD-Proteinfilter).
Beide Fraktionen wurden als Substrat im Agardiffusionstest verwendet. Mit Enzympréparat Bar-
lican® in Natriumacetatpuffer (Abb. 26), im Futtermittel A— (Abb. 27) und G-Extrakt (ohne
Abb.), (alles bei pH 6,0) entstanden bei Verwendung des Retentats als Substrat grol3ere Lyse-

zonen als bei Verwendung des Filtrats. Die Lysezonen waren bei der Enzymaktivitdtsbestim-
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mung im 20 mM Natriumacetatpuffer 2,5-3 mal grof3er als die bei der Aktivitdtsbestimmung in

den Futtermittelextrakten A und G.

120 o
e
e
- ‘//‘”‘
T
100
E
% 7 G— unbehandelt, r = 0.988
3 80— () @—@ carboxymethyliert, r = 0.971
2 )
—
60—
T T T .‘l I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
log [IE/ml]

Abbildung 28: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und carboxymethyliertem Haferspelzenxylan,
Enzympréparat Barlican® (T. reesei I) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Haferspelzenxylan wurde carboxymethyliert und als Substrat zur Aktivitdtsbestimmung von En-
zympraparat Barlican® in Natriumacetatpuffer verwendet. Als Vergleichssubstrat wurde ent-
sprechendes unbehandeltes Haferspelzenxylan unter gleichen Bedingungen eingesetzt. Die Ly-
sezonen waren bei carboxymethyliertem Haferspelzenxylan als Substrat kleiner und die Stei-
gung der Geraden war flacher als bei Verwendung von unbehandeltem Haferspelzenxylan als
Substrat (Abb. 28). Die Korrelation war beim carboxymethyliertem Haferspelzenxylan schlech-
ter als bei der Verwendung von unbehandeltem Haferspelzenxylan. Acetyliertes Haferspel-

zenxylan fiihrte zu einem dhnlichen Ergebnis (ohne Abb.).
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Abbildung 29: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und dem Zentrifugat des autoklavierten Haferspel-
zenxylans, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
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Einfaches Autoklavieren und anschlief3endes Zentrifugieren von Haferspelzenxylan fiihrte zu
zwei Phasen (Uberstand und Zentrifugat). Mit dem Zentrifugat als Substrat wurden im Ver-

gleich zu unbehandeltem Haferspelzenxylan mit den Enzympraparaten Barlican® (ohne Abb.)

und Lyxasan® (Abb. 29) in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 groRere Lysezonen erhalten.
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Abbildung 30: Agardiffusionstest mit mehrfach autoklaviertem und durch Zentrifugation getrennten
Haferspelzenxylan als Substrat, Enzympréiparat Barlican® (T. reesei I) in Futtermittel A-Extrakt bei

pH 6,0

Mehrfaches Autoklavieren und anschlief3endes Zentrifugieren fiihrte zu 3 Phasen. Als Substrat

im Agardiffusionstest entstanden bei Verwendung der untersten Phase (P3) grof3ere Lysezonen

mit Enzympriparat Barlican® in Natriumacetatpuffer (ohne Abb.) und in Futtermittel A-Extrakt

(Abb. 30) (beide bei pH 6,0) als mit den beiden oberen Phasen (P1 u. P2).

Mit Enzympréparat Barlican® im Weizenextrakt bei pH 6,0 (ohne Abb.) waren die Lysezonen,
die mit dem Zentrifugat des autoklavierten Haferspelzenxylans erhalten wurden bei kleineren
Enzymkonzentration grof3er als die, die mit unbehandelten Haferspelzenxylan als Substrat un-
ter den gleichen Bedingungen erhalten wurden. Bei héheren Enzymkonzentration hatten die Ly-
sezonen bei beiden Substraten anndhernd die gleiche Grof3e. Die Aktivitdtsbestimmung von En-
zympréparat Barlican® im Haferextrakt bei pH 6,0 fithrte bei der Verwendung des Zentrifugats
von autoklaviertem Haferspelzenxylan mit hohen und mit niedrigen Enzymkonzentrationen zu

grolleren Lysezonen (ohne Abb.) als mit unbehandeltem Haferspelzenxylan.

Haferspelzenxylan wurde enzymatisch hydrolysiert und durch Filtration in Filtrat und Retentat
fraktioniert. Die Hydrolyse wurde 15 min mit anschlie@ender Fraktionierung bzw. kontinuier-
lich mit gleichzeitiger Fraktionierung in einer Ultrafiltrationsriihrzelle durchgefiihrt. Als Sub-
strate wurden Filtrat, Retentat und die Gesamtfraktion (unfiltriertes teilhydrolysiertes Hafer-

spelzenxylan) verwendet.
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Die Aktivitdtsbestimmung mit niedermolekularen Filtrat als Substrat ergab mit Enzympréparat
Barlican® (T. reesei I) in Natriumacetatpuffer (Abb. 31) gréRere Lysezonen als mit dem hoch-
molekularen Retentat. Agardiffusionstests mit teilhydrolysiertem Haferspelzenxylan als Sub-
strat zur Enzymaktivitdtsbestimmung von Enzympréparat Barlican® in den Futtermittelextrak-
ten A (Abb. 32) und G (ohne Abbildung) fiihrten zu nicht eindeutigen Ergebnissen. Mit Retentat
als Substrat waren die Lysezonen, die bei kleineren Enzymkonzentrationen erhalten wurden
grof3er als die Lysezonen, die mit unbehandeltem Haferspelzenxylan erhalten wurden. Bei ho-
heren Enzymkonzentration waren die Lysezonen, die unter Verwendung des Retentats bzw. des
unfiltriertem Haferspelzenxylans als Substrat erhalten wurden, grof3er. Die logarithmische Auf-

tragung der Enzymkonzentrationen gegen die Flachen der Lysezonen, die mit Enzympréparat

Barlican® in Futtermittel G-Extrakt (ohne Abbildung) aufgenommen wurden, lieferte iiber den

gepriiften Konzentrationsbereich von 0,01-0,5 IE/ml keinen linearen Zusammenhang.
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Abbildung 31: Agardiffusionstest mit enzymatisch hydrolysiertem (15 min) und durch Filtration in
hoch- und niedermolekulares fraktioniertes Haferspelzenxylans als Substrat, Enzympréaparat Barlican®
(T. reesei I) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
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Abbildung 32: Agardiffusionstest mit enzymatisch hydrolysiertem (15 min) und durch Filtration fraktio-
niertem Haferspelzenxylan, Enzympréparat Barlican® (T. reesei I) im Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0
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Abbildung 33: Agardiffusionstest mit kontinuierlich enzymatisch hydrolysiertem und durch Filtration
fraktioniertem Haferspelzenxylan und 15 min teilhydrolysiertem unfiltriertem Haferspelzenxylan als
Substrat, Enzympréparat Barlican® (T. reesei I) in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Die Aktivitatsbestimmung von Enzympraparat Barlican® mit niedermolekularen Filtrat des kon-
tinuierlich hydrolysiertem Xylan als Substrat zeigt fiihrt zu groeren Lysezonen als das hochmo-
lekularen Retentat das unfiltrierte teilhydrolysierte Haferspelzenxylan (Abb. 33). Fiir die Grof3e
der Lysezonen ergab sich fiir die enzymatisch modifizierten Substrate die Reihenfolge: Filtrat >

unfiltriert > Retentat.

Sauer hydrolysiertes und anschlief3end neutralisiertes Haferspelzenxylan war als Substrat im
Agardiffusionstest nicht brauchbar, da die Molmasse unter die Anfarbgrenze von Kongorot hy-

drolysiert wurde und deshalb keine Lysezonen erkennbar waren.
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Das Haferspelzenxylan wurde im Trockenschrank bei 105°C 24 h getrocknet (getempert), um
das eingelagerte Wasser zu entfernen. Die Verwendung des getempertem Haferspelzenxylan als
Substrat zur Aktivitdtsbestimmung der Préparate Barlican® und Lyxasan® ergab sowohl fiir die
Enzympréparate in Natriumacetatpuffer pH 6,0, als auch fiir Enzympraparate in Futtermittelex-
trakten A und G (beide bei pH 6,0) geringfiigig grofRere Lysezonen (ohne Abbildung) im Ver-
gleich zur Verwendung von unbehandeltem Substrat. Die logarithmische Auftragung der En-
zymkonzentrationen gegen die Flachen ergab einen linearen Zusammenhang (ohne Abbildung)

iiber den gepriiften Konzentrationsbereich von 0,01-0,5 IE/ml.

Die Aktivitdtsbestimmungen von Enzympréparaten in Natriumacetatpuffer zeigten deutlich gro-
Rere Lysezonen im Vergleich zum entsprechenden unbehandelten Haferspelzenxylan mit dem
ultraschallbehandelten und ungefélltem Xylan, dem Retentat des ultraschallbehandelten
Xylans, dem Zentrifugat des autoklavierten Xylans und dem Filtrat des enzymatisch hydrolysier-

ten Xylans.

Nur mit ultraschallbehandeltem und autoklaviertem Haferspelzenxylan wurden groere Lyse-
zonen im Vergleich zu unbehandeltem Haferspelzenxylan aus der gleichen Charge bei Enzym-
aktivitdtsbestimmungen in Futtermittelextrakten erhalten. Beide Methoden zur Substratmodifi-
kation sind praktikabel, d.h. sie sind schnell und einfach fiir grof3ere Mengen Substrat durchzu-
fiihren. Deshalb wurden fiir die weiteren Untersuchungen Ultraschall- und Autoklavbehand-
lung ausgewdhlt. Die modifizierten Haferspelzenxylane wurden direkt aus der Losung
eingesetzt. Die Konzentration wurde zuvor mit der Trockensubstanzmethode bestimmt und ent-
sprechend verdiinnt. Fiir die Enzymaktivititsbestimmungen wurden die Enzympréaparate Bio-
feed Wheat® (A. oryzae, nur eine Aktivitat auf Xylan) und Lyxasan® (A. niger I, mehr als 2 Aktivi-

taten auf Xylan) eingesetzt.
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Abbildung 34: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem und autoklaviertem

Haferspelzenxylan als Substrat, Enzympraparat Biofeed Wheat® (A. oryzae) in Natriumacetatpuffer
pH 6,0
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Abbildung 35: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und unbehandeltem Haferspelzenxylan als
Substrat, Enzympréparat Biofeed Wheat® (A. oryzae) im Futtermittel A-Extrakt pH 6,0

Mit dem ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan wurden mit Enzympréaparat Biofeed Wheat®
(A. oryzae) in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 (Abb. 34), Futtermittel-A— (Abb. 35) und Ger-
ste—Extrakt (Abb. 36) (alle bei pH 6,0) groldere Lysezonen als mit dem unbehandelten und au-
toklavierten Haferspelzenxylan als Substrat erhalten. In Natriumacetatpuffer waren die Gro3en-
unterschiede zwischen Lysezonen, die mit den drei Substratmodifikationen erzielt wurden, ge-
ring. Die deutlichsten Grof3enunterschiede zwischen den Lysezonen unter Verwendung von den

verschiedenen Substraten wurden mit dem Enzympréaparat Biofeed Wheat® im Gerste-Extrakt

erzielt.

58



Ergebnisse Enzymaktivitdtsbestimmung in komplexen Medien

80—

60—
B 4
g
2
S @ unbehandelt, r = 0.998
23 @ ultraschallbehandelt, r = 0.898
= ¥ autoklaviert, r = 0.876

e v
7
O T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

log [IE/ml]

Abbildung 36: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem und autoklavierten
Haferspelzenxylan als Substrat, Enzympréparat Biofeed Wheat® (A. oryzae) in Gerste-Extrakt pH 6,0

Kurz zusammengefal3t fithrten die Vergleichsuntersuchungen der verschiedenen Xylanmodifi-
kationen in Agardiffusionstests mit Biofeed Wheat® zu folgenden Ergebnissen: Die Lysezonen,
die mit ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan erhalten wurden, waren grof3er und klarer
abgegrenzt (heller) und dadurch besser auswertbar, da vollstdndiger hydrolysiert, als die Lyse-
zonen, die mit unbehandeltem Xylan gleicher Charge erhalten wurden. Die kleinsten Lysezonen
wurden mit dem autoklavierten Haferspelzenxylan erhalten. Die Steigungen der Kalibrations-
geraden die mit Enzympriparat Biofeed Wheat® in Natriumacetatpuffer mit ultraschallbehan-
deltem und unbehandeltem Haferspelzenxylan als Substrat erhalten wurden, waren dhnlich

und in Futtermittelextrakt (A) unterschiedlich (Tab. 11).
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Abbildung 37: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan,
Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
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Abbildung 38: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan,
Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Gerste-Extrakt
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Abbildung 39: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und unbehandeltem Haferspelzenxylan als
Substrat, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Weizenextrakt bei pH 6,0

Bei Enzymaktivitatsbestimmungen des Praparates Lyxasan® (A. niger I) wurden in Natriumace-
tatpuffer (ohne Abb.), Futtermittel A— (Abb. 37), in Gerste— (Abb. 38) und in Weizenextrakt
(Abb. 39) mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan als Substrat grof3ere und besser aus-
wertbare Lysezonen (heller, deutlicher abgegrenzt) erhalten als mit dem unbehandeltem. Die
Lysezonen, die mit autoklavierten Haferspelzenxylan als Substrat erhalten wurden, waren nicht
auswertbar. Die Steigungen der Kalibrationsgeraden mit ultraschallbehandelten Haferspel-
zenxylan als Substrat waren mit Enzympraparat Lyxasan® in Natriumacetatpuffer, Futtermittel
A- und Weizenextrakt (jeweils bei pH 6,0) steiler, als die Steigungen, die mit unbehandeltem
Xylan als Substrat erhalten wurden. Die Unterschiede zwischen den Steigungen der Kalibrati-

onsgeraden waren bei der Aktivitdtsbestimmung von Enzympraparat Lyxasan® und Biofeed
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Wheat® im Futtermittelextrakt zwischen den verwendeten Substraten grofRer als bei den En-

zymaktivitdtsbestimmungen, die im Natriumacetatpuffer durchgefiihrt wurden (Tab. 11).

Tabelle 11: Geradensteigungen von Biofeed Wheat® u. Lyxasan® in verschiedenen Medien,
unbehandeltes und ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan

Medium Haferspelzenxylanmodifikation Biofeed Wheat Lyxasan

Natriumacetatpuffer pH 6,0 unbehandelt 24 27
ultraschallbehandelt 27 28

Futtermittel A-Extrakt pH 6,0 unbehandelt 17 5
ultraschallbehandelt 21 24

Die Vergleichsuntersuchungen mit verschiedenen Substratmodifikationen (autoklaviert, ultra-
schallbehandelt, unbehandelt) unter Verwendung der Enzympriparate Biofeed Wheat® und

Lyxasan® in verschiedenen Probenmatrices zeigten, das autoklaviertes und unbehandeltes
Haferspelzenxylan fiir die Enzymaktivitdtsbestimmung in komplexen Proben nicht so gut geeig-
net war, wie das ultraschallbehandelte. Enzympréparat Biofeed Wheat® liel3 sich in Natriumace-
tatpuffer, Futtermittel A— und Gerstenextrakt in der Vergleichsuntersuchung mit autoklaviertem

Haferspelzenxylan als Substrat bestimmen, Enzympraparat Lyxasan® nicht.

In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Agardiffusionstests mit verschiedenen Substraten zusam-
mengestellt. Im Vergleich zu unbehandeltem Haferspelzenxylan gleicher Charge fiihrten En-
zymaktivitdtsbestimmungen in Natriumacetatpuffer, Futtermittel A— oder Weizenextrakten mit
ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan als Substrat immer zu grof3eren Lysezonen, also zu
einem empfindlicherem MeRbereich als mit entsprechenden unbehandeltem und autoklavier-
tem Haferspelzenxylan als Substrat. Sie waren auch deutlicher zu erkennen, da sie klarer abge-
grenzt (heller) waren und deshalb nach der Kongorotanfarbung einen starkeren Kontrast zu
dem angefarbten Xylan zeigten. Mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan als Substrat lie-
Ben sich Enzymkonzentrationen bis zu 0,005 IE/ml (0,01 mit unbehandeltem Xylan gleicher
Charge) im Natriumacetatpuffer bei pH 6,0, 0,005 IE/ml, im Gerste—Extrakt (0,02 IE/ml mit un-
behandeltem Haferspelzenxylan, Abb. 38) nachzuweisen. Ein vergrof3erter Mel3bereich liel3 sich
auch mit anderen Behandlungen (enzymatisch und filtriert, autoklaviert, etc.) erreichen, aber

diese Substrate brachten nicht in allen Versuchsmatrices auswertbare Lysezonen.
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Tabelle 12: Verschiedene Haferspelzenxylanmodifikationen als Substrat im Agardiffusionstest
zur Bestimmung von Enzymaktivitit in verschiedenen Matrices

Modifikation Detektions- MefSbereich* Abbildung
grenze [IE/ml] [mm?2] Lysezone Nr.
Natriumacetatpuffer pH 6,0
unbehandelt 0,010 10-50 34
ultraschallbehandelt 0,005 10-60 34
autoklaviert, Zentrifugat 0,005 10-40 34
ultraschallbehandelt, ethanolisch gefallt 0,010 80-150 22
ultraschallbehandelt, niedermolekulares Filtrat 0,010 150-300 26
ultraschallbehandelt, hochmolekulares Filtrat 0,010 200-350 26
carboxymethyliert 0,010 55-105 28
autoklaviert, Zentrifugat 0,010 150-200 29
enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Retentat 0,010 50-300 31
enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Filtrat 0,010 200-400 31
Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,020 20-60 37
ultraschallbehandelt 0,005 20-85 37
enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Filtrat 0,010 40-60 32
enzymatisch hydrolysiert, niedermolekulares Filtrat 0,010 5-140 32
autoklaviert, Zentrifugat 0,010 40-80 30
ultraschallbehandelt, niedermolekulares Filtrat 0,010 65-80 27
ultraschallbehandelt, hochmolekulares Filtrat 0,010 80-90 27
Weizen-Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,050 10-60 25
ultraschallbehandelt 0,050 30-70 25
Gerste-Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,005 15-30 36
ultraschallbehandelt 0,005 30-60 36
autoklaviert, Zentrifugat 0,050 2-10 36

*der MeRbereich hangt von der verwendeten Haferspelzenxylancharge ab;
es wird stets der lineare Mef3bereich (Flache-log [IE/ml]) angeben

62



Ergebnisse Enzymaktivitdtsbestimmung in komplexen Medien

5.2.1.2  Bestimmung der B-Glucanaseaktivitat
Im folgenden werden die Ergebnisse der Enzymaktivitdtsbestimmung von -Glucanasen in Fut-
termitteln und die Verbesserung der Aktivitidtsbestimmung durch ein ultraschallbehandeltes

Substrat dargestellt.

Abbildung 40 zeigt steigende Enzymkonzentrationen verschiedener Enzympréparate, die loga-
rithmisch gegen den Durchmesser der Lysezonen aufgetragen wurden. Die Kalibrationsgeraden
der Enzympréparate hatten unterschiedliche Steigungen, d.h. die Enzympréparate reagierten
unterschiedlich auf dasselbe Substrat. Auch Enzympraparate gleicher mikrobieller Herkunft (A.

niger I u. IT) reagieren unterschiedlich auf das gleiche Substrat.

. @—@ Humicola insolens

4 B—m Trichoderma reesei I
1 A2 Trichoderma viride
10— @—@ Aspergillus niger I
w— Aspergillus niger II

Durchmesser der Lysezone [mm]

log [IE/ml]

Abbildung 40: Agardiffusionstest mit unbehandeltem B-Glucan als Substrat zur Bestimmung der Aktivi-
tat auf B-Glucan von verschiedenen Enzympréparaten in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
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Abbildung 41: Einflu® von Getreideextrakten auf die Bestimmung der B-Glucanaseaktivitdt von Enzym-
priaparat Roxazyme® (T. viride) mittels Agardiffusionstest mit B—Glucan als Substrat
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Um den EinfluB des Getreides auf die Enzymaktivitdtsbestimmungen zu untersuchen, wurden
Enzympréparate in Getreideextrakten gelost und in steigender Konzentration gegen den Durch-
messer der Lysezonen auf die Agarplatten aufgetragen. Es ergaben sich fiir alle Getreideextrakte
dhnliche Steigungen der Geraden (Abb. 41). Der Einflul} der einzelnen Getreide zeigte bei allen
untersuchten Praparaten die gleichen Abstufungen. Das 143t den Schlul} zu, daf} die Inaktivie-
rung oder Inhibition der Enzyme durch die einzelnen Getreide unabhéngig von der Art der En-

zyme ist.

Das Gersten—3—Glucan wurde ultraschallbehandelt, wie zuvor das Haferspelzenxylan. Die Kon-
zentration des gelosten Gersten—f—Glucans wurde mittels der Trockensubstanzmethode be-
stimmt und die Losungen entsprechend verdiinnt. Fiir die Enzymtests wurde das B—Glucanase
betonte Enzympraparat Energex® (A. niger II) in steigender Konzentration in Natriumacetatpuf-
fer, Getreide— und Futtermittel A—Extrakt (alles bei pH 6,0) auf die Agarplatten aufgetragen. Die
Flache der Lysezonen wurde mit dem Photodokumentationssystem der Fa. Raytest, Strauben-

hardt ausgewertet.
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Abbildung 42: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Gersten—3—~Glucan als
Substrat, Enzympréiparat Energex® (A. niger II) in Natriumacetatpuffer pH 6,0

Die Lysezonen, die durch die Hydrolyse von ultraschallbehandeltem f—Glucan mit Enzympré-
parat Energex® in Natriumacetatpuffer (Abb. 42), in Weizen— (Abb. 43), Gerste-Extrakt (ohne
Abb.) und Futtermittel A-Extrakt (Abb. 44) erzeugt wurden (alle bei pH 6,0), waren grolser und
besser auswertbar (deutlicher abgegrenzt) als die Lysezonen, die mit unbehandeltem B-Glucan
unter gleichen Bedingungen erhalten wurden. Dadurch wurde der Mel3bereich ca. verdoppelt
und die Detektionsgrenze in allen Versuchsmatrices verbessert. Auch die Linearitat der Kalibra-
tionsgeraden war mit dem ultraschallbehandelten B-Glucan besser als mit dem unbehandelten.

Durch die Verwendung von ultraschallbehandeltem 3—Glucan im Agardiffusionstest liel3 sich die
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Bestimmung der Enzymaktivitit auf f—Glucan in Getreide— (Gerste und Weizen) und Futtermit-

tel A—Extrakt von 0,1 IE/ml auf 0,02 IE/ml um den Faktor 5 verbessern (Tab. 13).
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Abbildung 43: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Gersten—B—Glucan als
Substrat, Enzympréiparat Energex® (A. niger I) in Weizenextrakt pH 6,0
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Abbildung 44: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem Gersten—p—Glucan als
Substrat, Enzympréiparat Energex® (A. niger II) in Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0
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Tabelle 13: B—Glucan, unbehandelt und ultraschallbehandelt als Substrat im Agardiffusionstest
zur Bestimmung von Enzympréparat in verschiedenen Matrices

Modifikation Detektionsgrenze MeRBbereich* Abbildung

[1E/ml] [mm?] Lysezone Nr.
Natriumacetatpuffer pH 6,0
unbehandelt 0,02 10-20 42
ultraschallbehandelt 0,01 20-50 42
Futtermittel A—Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,10 10-20 44
ultraschallbehandelt 0,02 20-50 44
Weizen-Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,10 10-20 43
ultraschallbehandelt 0,02 30-40 43
Gersten—-Extrakt pH 6,0
unbehandelt 0,10 10-20 ohne
ultraschallbehandelt 0,02 30-50 ohne

*der Melbereich héngt von der verwendeten B-Glucancharge ab;
es wird stets der lineare Mef3bereich (Fldche-log [IE/ml]) angeben

5.2.2 Bestimmung der Enzymaktivitidt auf Basis der Viskositdtsabnahme

Die Abnahme der Viskositdt im Verdauungstrakt ist das Hauptziel der Verwendung von B-Glu-
canasen und Xylanasen. Die Viskositdtssenkung ist deshalb ein wichtiges Beurteilungskriterium
fiir die Enzymwirkung. Zur Bestimmung der Enzymaktivitit wurden deshalb Substratlosungen
mit steigenden Enzymkonzentration versetzt und nach der Inkubation gemessen. Es wurde als
zweite Variante die Viskositdtsbestimmung nach 5 bzw. 35 min Inkubation aus derselben Probe,

gewahlt, da die Streuung der Viskositdtswerte in verschiedenen Proben zu grof3 war.

Die Differenz zwischen der 5 min und der 35 min Inkubation wurde gegen die Enzymkonzen-
tration aufgetragen. Die Enzymaktivititsbestimmung mit ultraschallbehandeltem Haferspel-
zenxylan als Substrat konnte ohne 5 min Messung durchgefiihrt werden, da viele Viskositatsbe-
stimmungen zeigten, daf3 es nur minimale Differenzen zwischen den einzelnen Parallelproben

gab (<0,05 mPas).

Die aus der Differenzmessung von 5 und 35 min Inkubation erhaltenen Werte wurden gegen die

logarithmierten Konzentrationen aufgetragen (Abb. 45). Der Linearititsbereich ist auf
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0,1-0,6 IE/ml eingeschrénkt. Es gab unterschiedliche Steigungen bei den verschiedenen En-
zympréparaten. Das Substrat Lichenin hatte eine schlechte Empfindlichkeit (max. 1,5 mPas Dif-

ferenz).
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Abbildung 45: Bestimmung der B-Glucanaseaktivitdten von verschiedenen Enzympréparaten in Natri-
umacetatpuffer pH 6,0 auf Basis der Viskositdtsabnahme, Substrat Lichenin (f—Glucan)
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Abbildung 46: Bestimmung der B-Glucanaseaktivitéit von Enzympraparat Roxazyme® (Trichoderma
viride) in verschiedenen Futtermittelextrakten bei pH 6,0 auf Basis der Viskositdtsabnahme, Substrat
Lichenin (B-Glucan)

Um festzustellen, ob die Viskositdtsmessung ebenfalls durch Matrixeffekte beeinfluf3t wird, wur-
den Kalibrationsreihen mit dem B-Glucanase-betonten T. reesei II-Préparat in den Extrakten
verschiedener Futtermittel erstellt. Eine Auswertung der Differenz zwischen dem Mef3wert bei
0 min war wegen starker Schwankung nicht méglich. Deshalb wurde die Viskositatssenkung aus

der Differenzmessung nach 5 und 35 min Inkubation als Grundlage zur Erstellung der Kalibra-
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tionsreihen verwendet (Abb. 46). Es lag eine geringe Empfindlichkeit vor (max. 2,3 mPas Ab-

nahme).

Tabelle 14: Geradensteigungen von Enzymaktivitdten der Praparate T. viride und T. reesei II auf
B-Glucan, Aktivitdtsbestimmung durch Viskositdtsabnahme

Futtermittel T. reesei II T. viride
W (Weizen) -2.18 -2.59
B (Gerste) -3.4 -1.84

Bei Verwendung von Lichenin (ein B—Glucan) als Substrat und Extrakten aus xylanreichen Fut-
termittel ergaben sich im Xylanase betonten T. viride Enzympréaparat (12780 IE/g Xylanase,
2530 IE/g Glucanase) steilere Abnahmen als in dem Glucanase betonten Enzympraparat
T. reesei IT (3760 IE/g Xylanase; 12820 IE/g Glucanase). Bei Enzymaktivitdtsbestimmungen in

Gerste—Extrakten war dies umgekehrt (Tab. 14).
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Abbildung 47: Enzymaktivititsbestimmung (B—Glucanase) von Roxazyme® (Trichoderma viride) in Jeju-
num- und Duodenumdigestaextrakten pH ca. 6 auf Basis von Viskositdtsabnahme, Viskositdtsmessung
durch Differenzbildung, Substrat Lichenin (B-Glucan)

Aus Fiitterungsversuchen mit Kiiken, die verschiedene Getreidezulagen als Futtermittel erhiel-
ten, wurden nicht enzymsupplementierte Proben aus Jejunum und Duodenum genommen. Die
Eichreihen der Digestaiiberstande wurden ebenfalls durch die Matrix der Digesta beeinfluf3t.
Die Empfindlichkeit war schlecht, da die Mel3reihen nur eine Differenz von 2 mPas aufwiesen.
Der Linearitédtsbereich fiir das Substrat Lichenin (B-Glucan) lag zwischen 0,1-0,6 IE/ml
(Abb. 47).
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Fiir vergleichende Messungen miissen die Versuchsparameter exakt eingehalten werden, da be-
reits geringe Abweichungen in der Probenvorbereitung oder der Temperatur zu Mef3fehlern fiih-

remn.

Zur Enzymaktivitdtsbestimmung mittels Viskositatsreduktion waren nur 4-5%ige ultraschallbe-
handelte Haferspelzenxylanlosungen geeignet. Andere Substratlosungen wie z.B. 2%iges
Haferspelzenxylan oder Carboxymethylxylan hatten eine zu geringe Viskositdt und ergaben in
Parallelproben eine starke Streuung. Ein weiterer Grund ist das initiale Ansteigen der Viskositat
(4-5%ige unbehandelte Haferspelzenxylanlosung) nach der Enzymzugabe, da durch die enzy-
matische Hydrolyse Teile des Haferspelzenxylanpolymers in Losung gehen. Dieses wurde mit
Start- und Endpunktmessungen korrigiert. Mit ultraschallbehandeltem Xylan entféllt diese Kor-
rektur. Die mit ultraschallbehandeltem Xylan ermittelten Viskositdten hatten eine sehr geringe
Standardabweichung (<0,05 mPas). Dadurch reichte eine einmalige Viskositdtsmessung am
Ende der Inkubation die Viskositit. Eine Inkubationszeit von einer Stunde fiihrte zu besseren
Detektionsgrenzen (0,01 IE/ml in Natriumacetatpuffer, ca. doppelte Empfindlichkeit, Abb. 48)
im Vergleich zu einer Inkubationszeit von 30 min. Keine wesentliche Verbesserung bewirkte ei-
ne Inkubationszeit von 3 h. Ultraschallbehandelte Haferspelzenxylanlosungen hatten unter-
schiedliche Ausgangsviskositdten und muf3ten zur viskosimetrischen Bestimmung von Xylana-
seaktivititen auf gleiche Ausgangsviskositdt von 8-10 mPas verdiinnt werden. Xylanlésungen
mit hoheren Viskositdten (unverdiinnt hatte eine 5%ige ultraschallbehandelte Losung eine Vis-
kositdt von ca. 20 mPas) waren fiir Enzymaktivitdtsbestimmungen ungeeignet, da nach einer In-

kubationszeit von 1 h keine deutliche Viskositdtsabnahme auftritt.

G—0 Natriumacetatpuffer pH 6.0, r = 0.980
@ —@ Futtermittel A Extrakt pH 6.0, r = 0.971

Viskositétsdifferenz [mPas]

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
log [IE/ml]

Abbildung 48: Aktivitdtsbestimmung von Enzympréaparat Lyxasan® (A. niger I) auf Basis der Viskositéts-
abnahme, 1 h Inkubation bei 40°C, Substrat 4%ige ultraschallbehandelte Haferspelzenxylanlosung
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Mit 4%iger ultraschallbehandelter Haferspelzenxylanlosung konnten Xylanaseaktivitdten in
Futtermittel-, (s. Abb. 48 Enzympréparat Lyxasan® in Futtermittel A—Extrakt und in Natrium-

acetatpuffer) Gerste— und Weizenextrakten (ohne Abb.) bestimmt werden.
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Abbildung 49: EinfluR von Weizen— und Gerstenextrakt auf die Bestimmung von Xylanaseaktivitit der
Enzympraparate Roxazyme® (T. viride) und Biofeed Wheat® (A. oryzae) auf Basis der Viskosititsabsen-

kung, T=40°C, Substrat 4%ige ultraschallbehandelte Haferspelzenxylanlosung, veroffentlicht in VAHJEN
ET AL., 1997

Die Inkubation der Enzympréaparate Roxazyme® (T. viride) und Biofeed Wheat® (A. oryzae) in
verschiedenen Getreideextrakten mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan fiihrte zu einer
Viskositatsreduktion mit einer Detektionsgrenze von 0,05 und 0,01 IE/ml in Weizen und Ger-
ste—Extrakten (Abb. 49). Die Getreidematrix beeinflute die Enzymaktivitat unterschiedlich,
aber die Extrakte schienen einen geringeren Einflu auf das Enzympréparat Biofeed Wheat®

(A. oryzae, eine Aktivitdt auf Xylan) zu haben, als auf das Enzympraparat Roxazyme® (T. viride,

mehrere Aktivitdten auf Xylan).
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Abbildung 50: Einfluf von verschiedenen Ferkel-Digesta—Uberstinden auf die Bestimmung von Xylana-
seaktivitit des Enzympraparates Roxazyme® (T. viride) auf Basis der Viskositdtsabsenkung, T=40°C,
Substrat 4%ige ultraschallbehandelte Haferspelzenxylanlosung, veroffentlicht in VAHJEN ET AL. 1997

Die Bestimmung von Enzymaktivitét in Digestaiiberstdnden von Ferkeln fiihrte zu linearen Stan-
dardkurven von 0,1-1 IE/ml Uberstand, mit der Ausnahme von Magendigesta. In Magendigesta

lag die Bestimmungsgrenze bei 0,25 IE/ml (Abb. 50).

Tabelle 15: Enzymaktivitdten gegeniiber Haferspelzenxylan und B-Glucan mittels
Viskositdtsabnahme in verschiedenen Matrices

Versuchsmatrix Detektionsgrenze MeRbereich* (Viskosititsdifferenz) Abbildung

[IE/ml] [mPas] Nr.

Haferspelzenxylan, ultraschallbehandelt

Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,010 6 48
Futtermittel A-Extrakt pH 6,0 0,010 5 48
Weizen-Extrakt pH 6,0 0,030 5 50
Gersten-Extrakt pH 6,0 0,030 5 50
Ferkeldigesta 0,025 4 ohne

(Weizen-Futtermittel) pH ca. 6

Lichenin (B-Glucan)
Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,1001 1,5 45
Jejunum- u. Duoderumdigesta 0,100 2-4 47

(Weizen- u. Gersten—Futter-

mittel) pH ca. 6

Futtermittel W, B, T, R-Extrakt 0,050 2-4 46
PH 6,0

* es wird stets der lineare Mel3bereich (Viskositdt-log [IE/ml]) angeben,lstart— Endpunktmethode
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Tabelle 15 zeigt die Mel3bereiche und Detektionsgrenzen, die mit ultraschallbehandeltem

Haferspelzenxylan und Lichenin in verschiedenen Matrices erreicht werden konnten.

Autoklaviertes Haferspelzenxylan war ebenfalls zur Enzymaktivitdtsbestimmung von Prapara-
ten in Natriumacetatpuffer geeignet. In Futtermittel- bzw. Getreideextrakten waren die Ergeb-
nisse mit diesem Substrat nicht jedoch eindeutig (ohne Abb.). Es war {iber den untersuchten
Melbereich (1-0,5 IE/ml) kein linearer Zusammenhang zu erkennen. Carboxymethyliertes
Haferspelzenxylan war fiir die Viskositdtsmessung nicht geeignet, weil die Viskositdtsabsenkung
zu gering war. Sie lag bei ca. 1,2 mPas nach einer Inkubationszeit von 1 h und einer Enzymkon-
zentration von 1 IE/ml in Natriumacetatpuffer. Bei niedrigeren Enzymkonzentrationen war kei-
ne Absenkung mefbar. Acetyliertes Haferspelzenxylan lie® sich zur viskosimetrischen Enzym-

bestimmung nicht verwenden, da die Loslichkeit im wésserigen Medium zu gering war.

5.2.3 Enzymaktivitatsbestimmung mit chromogenen Substraten

Chromogene Substrate bestehen aus einer enzymatisch hydrolysierbaren Komponente und ei-
nem Farbstoff. Die hydrolysierbare Komponenten sind verschiedene Haferspelzenxylanderivate
(autoklaviert, ultraschallbehandelt, carboxymethyliert und unbehandelt), f—Glucan oder Ara-
binoxylan. In dieser Arbeit wurden die chromogenen Substrate nach der Farbstoffkomponente
in Substrate mit Reaktivfarbstoff, anionischen und kationischen Farbstoff eingeteilt. Zur Enzym-
bestimmung wurde die Freisetzung von Hydrolyseprodukten mit Farbstoff bzw. die Freisetzung
von Farbstoff photometrisch gemessen. Dazu wurde chromogenes Substrat in Natriumacetat-
puffer, Futtermittel-, Getreideextrakt oder Digestaiiberstdnden mit Enzympréparat inkubiert.
Anschliellend wurde die Absorption der Hydrolyseprodukte mit Farbstoff bzw. der freien Farb-

stoffe gegen eine Blindprobe ohne Enzympréparat bestimmt.

Im folgenden werden die Enzymaktivitatsbestimmungen durch Substrate mit Reaktivfarbstoffen
dokumentiert. Die Enzymaktivititen wurden mit kommerziellen Azoarabinoxylan aus Weizen,
Azo—B-glucan aus Gerste (beide von Fa. Megazyme, Irland, Farbstoffkomponente Azurin laut
Herstellerangabe) und verschiedenen im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Farbstoff-Hafer-
spelzenxylanderivaten untersucht. Die kommerziellen Produkte (Azo-arabinoxylan, Azo—p-glu-

can) wurden in Tablettenform und als Fliissigpréparat verwendet.

Standardkurven von H. insolens Enzympraparat in Natriumacetatpuffer und in verschiedenen
Futtermittelextrakten wurden mit Glucazymetabletten aufgenommen (Abb. 51). Das Detekti-
onslimit lag bei 0,05 IE/ml. Die Steigungen der Standardkurven (Tab. 16) der Enzyme in den
verschiedenen Futtermittelextrakten waren deutlich verschieden. Die Kurve des Enzympréapara-

tes in Futtermittel R—Extrakt wich am wenigsten von der Standardkurve von Enzympréparat in
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Futtermittel ab. Enzymaktivititen in auf Hafer basierenden Futtermitteln lieen sich extrem
schlecht bestimmen (ohne Abb.). Die Standardkurven von verschiedenen Enzympréparaten in
Natriumacetatpuffer wurden mit Xylazymetabletten aufgenommen (Abb. 52). Gleiche Steigun-

gen wurden bei T. reesei II (3,14) und bei T. viride (3,18) (Tab. 16) gefunden.

Tabelle 16: Steigungen der Standardkurven einiger Enzympraparate, bestimmt mit
Glucazymetabletten in 20 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0

Enzympréparat Steigung

Humicola insolens 3,18
Trichoderma reesei IT 2,33
Trichoderma viride 3,14
Aspergillus niger I 4,32

Humicola insolens
Trichoderma reesei II
Trichoderma viride

&> @

Aspergillus niger

Absorption [590 nm]

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Enzymaktivitét (IE/g)

Abbildung 51: Standardkurven verschiedener Enzympréparate in 20 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0,
Bestimmung der Enzymaktivitdt auf B—Glucan, kommerzielle Glucazymetabletten (Megazyme, Irland)
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Natriumacetatpuffer pH 6.0
Futtermittel W Extrakt pH 6.0
Futtermittel G Extrakt pH 6.0
Futtermittel R Extrakt pH 6.0
Futtermittel T Extrakt pH 6.0

&> [@f [

Absorption [590 nm]

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Enzymaktivitat [IE/ml]

Abbildung 52: Einfluf} von verschiedenen Futtermittelextrakten auf die Enzymaktivitdtsbestimmung von
Enzympréaparat Biopract® (T. reesei II) mit kommerziellen Xylazymetabletten (Megazyme, Irland)

Tabelle 17: Steigung von Standardkurven der Aktivitat auf Xylan von Enzympréparat Biopract®
(T. reesei II) in verschiedenen Versuchsmatrices

Versuchsmatrix Steigung
Natriumacetatpuffer 3,18
Futtermittel W 0,80
Futtermittel G 0,54
Futtermittel R 1,53
Futtermittel T 3,88

In Tabelle 17 sind die Steigungen der Standardkurven der Aktivitdten auf Xylan von Enzympra-
parat Biopract® (T. reesei II) in verschiedenen Futtermitteln dargestellt. Sie wurden am wenig-

sten von Triticale Futtermitteln und am starksten durch Futtermittel G beeinfluf3t.
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Abbildung 53: EinfluB von Ferkeldigesta—Uberstdnden auf die Xylanasebestimmung mit chromogenen
Xylazymetabletten (Megazyme, Irland), Enzympréparat Biopract® (T. reesei II)

Die Aktivititsbestimmung von Enzympradparat Biopract® (T. reesei II) in Digesta—Proben
(Abb. 53) zeigte, daR die Freisetzung von gefirbten Hydrolyseprodukten durch Digesta-Uber-
stinde von Ferkeln aus den Diinndarmabschnitten 2 und 3 beeinfluf3t wurde. Mageninhalt, von
dem erwartet wurde, dal er wegen seines niedrigen pH-Wertes und der proteolytischen Akti-
vitdt die Enzymaktivitat inhibiert, beeinfluf3te die Freisetzung von gefiarbten Hydrolyseproduk-
ten weniger, reduzierte jedoch die Enzymaktivititsbestimmung auf einen Bereich von
0,1-0,5 IE/ml. Das gleiche galt fiir Diinndarmabschnitt 1. Die Standardkurven vom Enzympra-

parat in Diinndarmabschnitt 2 zeigten einen linearen Zusammenhang im Bereich von

0,05-0,5 IE/ml Uberstand.

Tabelle 18: Extinktion nach der enzymatische Hydrolyse von verschiedenen Xylanderivaten mit
Reaktivrot, Enzympraparat Lyxasan®, 540 nm, 0,5 mg/ml, 50°C

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,1135 0,267 0,503 0,820 0,880 0,060
autoklaviert 0,0580 0,126 0,3045 0,011 0,037 0,051
ultraschallbehandelt 0,0200 0,.030 0,041 0,075 0,248 0,249

Blindwert: chromogenes Substrat in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 o. Futtermittel A-Extrakt

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von verschiedenen Xylanmodi-
fikationen mit gekoppeltem Reaktivrot nach einer Inkubationszeit von 30 min dargestellt. En-

zymaktivitdten in Natriumacetatpuffer konnten mit unbehandeltem und autoklaviertem Hafer-
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spelzenxylan als hydrolysierbare Komponente bestimmt werden. Fiir die Enzymaktivitatsbe-
stimmung in Futtermittel A— und G-Extrakt eignete es sich nicht.
Tabelle 19: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Reaktivrot aus verschiedenen

Xylanderivaten, verschiedenen Substratkonzentrationen, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I)
in Natriumacetatpuffer, 540 nm, 50°C, 3h

Substrat 0.5 mg/ml 20 mg/ml

Enzymaktivitit [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,046 0,088 0,173 1,068 1,35 1,62
autoklaviert 0,081 0,098 0,250 1,087 1,45 1,68
ultraschallbehandelt - - - 0,6 0,9 2,5

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Tabelle 19 zeigt, dafd eine Erhohung der chromogenen Substratkonzentration und eine Verlan-
gerung der Inkubationszeit die Absorption durch freigesetzte Hydrolyseprodukte mit gekoppel-
ten Reaktivrot erhoht. Zur Enzymaktivitdtsbestimmung im Futtermittelextrakt eignete sich

chromogenes Substrat mit Reaktivrot nicht.

Tabelle 20: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse von Xylanderivaten mit Remazol Brilliant
Blue, 0,5 mg/ml, 50°C, 0,5 h, 595 nm, Enzympraparat Lyxasan® (A. niger I)

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A—Extrakt pH 6,0

Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,015 0,069 0,1860 0,0130 0,0260 0,0775
autoklaviert 0,088 0,162 0,3125  -0,0860 -0,1111 -0,1290
ultraschallbehandelt 0,249 0,325 0,4230 0,0100 0,0075 0,0460

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0

In Tabelle 20 werden die Extinktionen der enzymatischen Freisetzung von Hydrolyseprodukten
mit Remazol Brilliant Blue (RBB) durch das Enzymprédparat Lyxasan® (A. niger I) in Futtermit-
telextrakt bzw. Natriumacetatpuffer gegeniiber dem entsprechenden Blindwert aufgefiihrt. Es
wurden 0,5 mg/ml Substrat verwendet und 30 min bei 50°C inkubiert. Mit Enzympréaparat in
Natriumacetatpuffer wurden bei Verwendung von unbehandeltem, autoklaviertem und ultra-
schallbehandeltem Haferspelzenxylan gegeniiber dem Blindwert steigende Extinktionen ent-
sprechend der Enzymkonzentration erhalten. Die Extinktionswerte waren beim unbehandelten
und autoklavierten Substrat sehr niedrig. Deutlich hoher waren sie nur beim ultraschallbehan-
deltem Substrat. Im Futtermittel A-Extrakt wurden nur bei der Hydrolyse von chromogenen

Substrat mit unbehandeltem Haferspelzenxylan den Enzymkonzentrationen entsprechende Ab-
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sorptionen erhalten. Die Hydrolyse des ultraschallbehandelten Substrates zeigte keinen Zusam-
menhang zwischen Enzymkonzentration und Extinktion, die Hydrolyse des autoklavierten Sub-

strats lieferte gegeniiber dem Blindwert eine negative Extinktion.

Tabelle 21: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse von Xylanderivaten mit Remazol Brilliant
Blue, 6 mg/ml, 50°C, Inkubationszeit 3h, Enzympréaparat Lyxasan® (A. niger I), 595 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0

Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,044 0,123 0,091 n.a. n.a. n.a.
autoklaviert 0,022 0,044 0,188 -0,086 -0,165 -0,042
ultraschallbehandelt 0,169 0,26 0,192 -0,071 -0,079 -

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. Futtermittel A-Extrakt, n.a. = nicht
auswertbar, die Extinktionswerte lagen bei Null

Eine Erhohung der Substratkonzentration von 0,5 mg auf 6 mg und die Verlangerung der Inku-
bationszeit von 0,5 h auf 3 h fiihrte bei der enzymatischen Hydrolyse von unbehandeltem, au-
toklaviertem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan mit RBB in Natriumacetatpuffer zu
Extinktionen, die keinen Zusammenhang zur eingesetzten Enzymkonzentration zeigten. Im Fut-
termittel A-Extrakt lagen die Extinktionswerte nach der Hydrolyse von unbehandeltem Hafer-
spelzenxylan nahe 0; beim autoklavierten und unbehandelten Haferspelzenxylan lagen gegen-
iiber dem Blindwert negative Extinktionen ohne Zusammenhang zur Enzymkonzentration vor

(Tab. 21).

Tabelle 22: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mit RBB,
20 mg/ml, 50°C, 3h, Enzympréparat Lyxasan®, 595 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,420 0,476 0,497 -0,082 -0,111 -0,129
autoklaviert 0,127 0,228 0,742 -0,158 -0,102 -0,129
ultraschallbehandelt 0,138 0,265 0,138 -0,066 -0,068 -0,054
carboxymethyliert 0,500 0,799 1,499 n.a. n.a. n.a.

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A-Extrakt,
n.a. = nicht auswertbar, Extinktionswerte lagen bei Null

Die Verwendung einer Substratkonzentration von 20 mg/ml zur Enzymaktivitdtsbestimmung in
Natriumacetatpuffer fiihrte gegeniiber dem entsprechenden Blindwert zu hoheren Extinktio-

nen. Ein Zusammenhang zwischen Extinktion und Enzymkonzentration war nur beim carboxy-
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methylierten und autoklavierten Xylan vorhanden. Im Futtermittel A—Extrakt wurden wieder

negative Extinktionswerte gegeniiber dem Blindwert erhalten (Tab. 22).

Die enzymatische Hydrolyse mit 20 mg/ml chromogenen Substrat wurde bei 30°C und 40°C mit
einer Inkubationszeit von 1 h wiederholt. Die Bestimmung bei 30°C war nicht auswertbar, da
die Extinktionswerte bei Null lagen. Zwischen der Hydrolyse bei 40°C und bei 50°C war kein

wesentlicher Unterschied zu erkennen (ohne Abb.).

Die Abbildung 54 dokumentiert die enzymatische Freisetzung von Hydrolyseprodukten mit Re-
aktivgriin 19 aus verschiedenen Substraten. Es wurden 6 mg/ml und 20 mg/ml chromogenes
Substrat eingesetzt. Bei beiden Substratkonzentrationen wurden aus dem unbehandeltem
Haferspelzenxylan am wenigsten gefarbte Hydrolyseprodukte freigesetzt. Der Unterschied der
Extinktion zwischen der Hydrolyse von 6 bzw. 20 mg/ml und autoklaviertem 6 mg/ml ultra-
schallbehandeltem Haferspelzenxylan war iiber den gepriiften Konzentrationsbereich nicht be-
deutend. Die hochsten Extinktionswerte wurden durch Hydrolyse von 20 mg/ml ultraschallbe-

handeltem Haferspelzenxylan erzielt.

0.8 P

E A—7 autoklaviert, 20 mg/ml, r = 0.999

% O0—m unbehandelt, 20 mg/ml, r = 0.959

'E' G—o ultraschallbehandelt, 20 mg/ml, r = 0.995
-% B—g unbehandelt 6 mg/ml, r = 0.975

§ A —2 autoklaviert, 6 mg/ml, r = 0.997

) @9 ultraschallbehandelt, 6 mg/ml, r = 0.998

0.1

[IE/ml]

Abbildung 54: Chromogene Substrate, 6 mg/ml u. 20 mg/ml unbehandeltes, autoklaviertes,
ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan mit Reaktivgriin, Enzympréiparat Lyxasan® (A. niger I) in
Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Die Inkubation der Substrate mit Enzympréparat Lyxasan® im Futtermittel A-Extrakt fiihrten zu
negativen Extinktionen gegeniiber dem entsprechenden Blindwert. Die graphische Auftragung
der negativen Extinktionswerte, die durch die enzymatische Hydrolyse von ultraschallbehandel-
ten und unbehandelten Haferspelzenxylans mit Enzympréaparat Lyxasan® im Futtermittel A—Ex-
trakt zeigt einen linearen Zusammenhang zur Enzymkonzentration (Abb. 55). Ein dhnliches Er-

gebnis wurde auch mit Inkubation in Futtermittel G-Extrakt (ohne Abb.) erzielt.
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Abbildung 55: Chromogene Substrate, unbehandeltes und ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan mit
Reaktivgriin, Enzympréaparat Lyxasan® (A. niger I) im Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0

Tabelle 23: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xylanderivate
mit Reaktivorange, 0,5 mg/ml, 50°C, 0,5 h, 440 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,021 0,044 0,620 0,018 0,019 0,099
autoklaviert 0,016 0,270 0,370 0,011 0,019 0,083
ultraschallbehandelt 0,086 0,103 0,142 0,004 0,017 0,027

Tabelle 24: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xylanderivate
mit Reaktivorange, 6 mg/ml, 50°C, 3 h, 440 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,001 0,009 0,033
autoklaviert 0,005 0,011 0,027
ultraschallbehandelt 0,008 0,012 0,030
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Tabelle 25: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xylanderivate
mit Reaktivorange, 20 mg/ml, 50°C, 3 h, 440 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,061 0,116 0,219 -0,061 -0,209 -0,797
autoklaviert 0,146 0,169 0,463 -0,071 -0,118 -1,457
ultraschallbehandelt 0,135 0,781 1,877 -0,106 -0,145 -0,138

Der Farbstoff Reaktivorange (Tab. 23-25) eignete sich fiir die Detektion von Enzympréparat
Lyxasan® in Natriumacetatpuffer. Mit 20 mg/ml chromogenen Substrat wurden nach 3 h Inku-
bation bei 50°C gegeniiber dem entsprechenden Blindwert hohere Extinktionen (Tab. 25) als
mit 6 mg/ml erzielt (Tab. 24). Die Extinktionen die mit 0,5 mg/ml Substrat erhalten wurden,
zeigten einen Zusammenhang zu den steigenden Enzymkonzentrationen, waren aber sehr nied-
rig (Tab. 23). Die hochsten Extinktionen wurden mit einer Konzentration von 20 mg/ml chro-
mogenen Substrat aus ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan und Reaktivorange erhalten

(Tab. 25).

In Futtermittel A-Extrakt (Tab. 23) wurden nach 30 min Inkubation von 0,5 mg/ml Substrat

mit Enzympriparat Lyxasan® gegen iiber dem Blindwert hohere Extinktionen erhalten. Die Ex-
tinktionen die durch die Hydrolyse von ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan mit Reaktiv-
orange erhalten wurden, zeigten dabei einen linearen Zusammenhang. Hohere negative Extink-
tionswerte gegeniiber dem Blindwert wurden durch die Hydrolyse von 20 mg/ml unbehandel-
tem und autoklaviertem Haferspelzenxylan mit Reaktivorange in Futtermittelextrakt erhalten

(Tab. 25).

Chromogene Substrate mit Reaktivgelb waren fiir die Bestimmung von Enzymaktivitdt in Natri-
umacetatpuffer geeignet (Tab. 26-28). Die hochsten Absorptionen wurden durch Hydrolyse von
0,5 mg/ml ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan mit Reaktivgelb erzielt. Die Absorptionen
nach der Hydrolyse von 0,5 IE/ml unbehandelten Haferspelzenxylan mit Reaktivgelb waren ge-

ringer. Sie entsprachen den Enzymkonzentrationen.

Im Futtermittel A-Extrakt wurde zwischen der Enzymkonzentration und Extinktion mit unbe-
handeltem Haferspelzenxylan als hydrolysierbare Komponente ein negativer linearer Zusam-
menhang erhalten. Die Daten, die mit autoklaviertem Haferspelzenxylan als hydrolysierbarer
Komponente erhalten wurden, waren nicht auswertbar, mit ultraschallbehandeltem wurde ein

positiver linearer Zusammenhang mit niedrigen Extinktionen (Tab. 26) erhalten.
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Tabelle 26: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mit
Reaktivgelb, 0,5 mg/ml, 50°C, 0,5 h, 420 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,052 0,079 0,144 -0,078 -0,122 -0,144
autoklaviert 0,012 0,003 0,027 0,031 0,054 0,032
ultraschallbehandelt 0,024 0,051 0,353 0,012 0,073 0,099

Nach 3 h Inkubation von 6 mg/ml Substrat wurden die hochsten Extinktionen mit dem ultra-
schallbehandelten Haferspelzenxylan als Substrat mit Enzympraparat in Natriumacetatpuffer
erzielt. Es lag ein linearer Zusammenhang iiber den gepriiften Mel3bereich vor. Die Extinktion
nach der Hydrolyse von unbehandeltem und autoklavierten Haferspelzenxylan mit 0,5 IE/ml
Lyxasan® war ebenfalls hoch, aber es gab keinen linearen Zusammenhang iiber den gepriiften

MelSbereich (Tab. 27).

Tabelle 27: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mit
Reaktivgelb, 6 mg/ml, 50°C, 3 h, 420 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,046 0,064 0,165
autoklaviert 0,052 0,064 0,335
ultraschallbehandelt 0,115 0,217 0,345

Die hochsten Extinktionen wurden durch Hydrolyse von 20 mg/ml ultraschallbehandelten und
unbehandeltem Haferspelzenxylan mit Reaktivgelb als chromogener Komponente erzielt

(Tab. 28). Die Extinktionen entsprachen den Enzymkonzentrationen.

Tabelle 28: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Haferspelzenxylanderivate
mit Reaktivgelb, 20 mg/ml, 50°C, 3 h, 420 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5
unbehandelt 0,172 0,502 0,803
autoklaviert 0,150 0,325 0,464
ultraschallbehandelt 0,450 0,570 0,670
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Tabelle 29: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mit Azurin
A, 20 mg/ml, 3 h, 50°C, 600 nm

Substrat Haferspelzenxylan Enzympriparat Lyxasan® in Natriumacetatpuffer pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,2 0,5 1
unbehandelt 0,045 0,084 0,126 0,171
autoklaviert 0,887 0,718 0,449 0,059
ultraschallbehandelt 0,013 0,030 0,084 0,142
monocarboxymethyliert 0,033 0,054 0,075 0,113
dicarboxymethyliert 0,006 0,056 0,110 0,060
maximal carboxymethyliert 0,032 0,050 0,120 0,042
ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert 0,020 0,100 0,110 0,700

Die enzymatische Freisetzung von Hydrolyseprodukten mit Azurin A durch Enzympréparat
Lyxasan® in Natriumacetatpuffer zeigte einen linearen Zusammenhang zwischen Extinktion
und Enzymkonzentration bei der Hydrolyse von unbehandelten, ultraschallbehandelten und ul-
traschallbehandelten und carboxymethylierten Haferspelzenxylan. Die letztere zeigte die hoch-

sten Extinktionswerte (Tab. 29).

Hydrolysen mit Lyxasan® in Futtermittel A-Extrakt fiihrten gegeniiber dem Blindwert zu nega-
tiven Extinktionen, die bis auf die Hydrolysen von ultraschallbehandeltem und carboxymethy-
lierten Haferspelzenxylan keinen linearen Zusammenhang iiber den gepriiften Konzentrations-

bereich erkennen lief3en (Tab. 30).

Tabelle 30: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xylanderivate
mit Azurin A, 20 mg/ml, 3h, 50°C, 600 nm

Substrat Enzympriparat Lyxasan® in Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0.1 0.2 0.5 1
unbehandelt -0,043 -0,069 -0,118 -0,083
autoklaviert -0,075 -0,158 -0,362 -0,241
ultraschallbehandelt -0,029 -0,061 -0,071 -0,006
monocarboxymethyliert -0,017 -0,040 -0,062 -0,030
dicarboxymethyliert -0,003 -0,071 -0,115 -0,055
maximal carboxymethyliert -0,028 -0,047 -0,156 -0,048
ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert  -0,036 -0,125 -0,178 -0,607
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Abbildung 56: Chromogene Substrate, unbehandeltes, autoklaviertes, monocarboxymethyliertes und
ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan mit Azurin B, Enzympréiparat Lyxasan®
in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0

Die hydrolytische Freisetzung von Azurin B durch Enzymprédparat Lyxasan® in Natriumacetat-
puffer lieferte mit allen hydrolysierbaren Substratkomponenten positive Extinktionen und einen
linearen Zusammenhang zur Enzymkonzentration. Hohe Extinktionsdifferenzen gegeniiber
dem Blindwert und damit ein grof3er Mel3bereich (Konzentrationsbereich von 0,1 IE/ml bis

1 IE/ml) wurde nur mit monocarboxymethyliertem Haferspelzenxylan erzielt (Abb. 56).
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Abbildung 57: Chromogene Substrate, unbehandeltes, autoklaviertes, carboxymethyliertes und ultra-

schallbehandeltes Haferspelzenxylan mit Azurin B, Enzympréaparat Lyxasan® im Futtermittel A-Extrakt
pH 6,0

In Futtermittel A-Extrakt wurde nur mit dem carboxymethyliertem Haferspelzenxylan als hy-
drolysierbarer Komponente ein linearer Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Ex-

tinktion tiber den Konzentrationsbereich von 0,1 IE/ml bis 1 IE/ml erhalten (Abb. 57).
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Abbildung 58: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes Haferspelzenxylan mit Reaktivviolett,
Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Natriumacetatpuffer und Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0

Mit Reaktivviolett als chromogener und Carboxymethylxylan als hydrolysierbare Substratkom-
ponente wurde bei der Aktivititsbestimmung von Enzympraparat Lyxasan® in Natriumacetat-
puffer positive Extinktionen erhalten. Im Futtermittel A-Extrakt waren die Extinktionen bezo-
gen auf den Blindwert negativ, zeigten aber einen linearen Zusammenhang zwischen Extinktion
und Enzymkonzentration. In Natriumacetatpuffer war die Differenz zwischen der Extinktion bei
0,1 IE/ml und 0,5 IE/ml gering. Im Futtermittel A-Extrakt war die Extinktion bei 0,1 IE/ml nied-
rig und bei 1 IE/ml hoch (Abb. 58). Die Verschiebung des Blindwertes im Natriumacetatpuffer

wurde im Futtermittelextrakt kompensiert.

Tabelle 31: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans mit
Reaktivschwarz, 20 mg/ml, 3 h, 50°C, 600 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,5 1 0,1 0,5 1
monocarboxymethyliert 0,038 0,058 0,084 -0,011 -0,01 -0,006

Mit Reaktivschwarz gekoppelten monocarboxymethyliertem Haferspelzenxylan wurden durch
Hydrolyse in Natriumacetatpuffer mit Enzympréaparat Lyxasan® niedrige positive Extinktionen
erhalten. Im Futtermittel A-Extrakt wurden negative Extinktionen erhalten, die keinen Zusam-

menhang zur Enzymkonzentration darstellten (Tab. 31).

Tabelle 32: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans mit
Basilinblue E3G, 20 mg/ml, 3 h, 50°C, 650 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,5 1 0,1 0,5 1
monocarboxymethyliert 0,17 0,221 0,282 -0,041 -0,147 -0,112
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Tabelle 33: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans mit
Cibacron Blue 3GA, 20 mg/ml, 3 h, 50°C, 650 nm

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,5 1 0,1 0,5 1
monocarboxymethyliert 0,23 0,241 0,357 -0,065 -0,044 -0,02

Die Tabellen 32 und 33 zeigen die Absorptionen, die durch enzymatischen Freisetzung von Hy-
drolyseprodukten mit Cibacron Blue 3 GA bzw. Basinlinblue E3G als chromogener Komponente,
gemessen wurden. Im Futtermittel A-Extrakt fiihrte die Hydrolyse beider chromogenen Substra-
te zu negative Extinktionen, die keinen Zusammenhang mit der Enzymkonzentration erkennen

lielen.

Im folgenden werden die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von den chromogenen Sub-
straten mit dem kationischen Farbstoff Rutheniumrot und den anionischen Farbstoffen gezeigt.
Abbildung 59 zeigt die hydrolytische Freisetzung von dem Kation Rutheniumrot aus dem Kom-
plex Rutheniumrotkation und Carboxymethylxylan durch das Enzymprédparat Lyxasan® in
20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0. Bei Verwendung von chromogenem Substrat mit ultra-
schallbehandelten und carboxymethylierten Haferspelzenxylan als hydrolysierbarer Komponen-
te wurden deutlich hohere Extinktionen, als mit carboxymethyliertem, aber nicht ultraschallbe-
handelten Haferspelzenxylan erhalten. Es wurde durch enzymatische Hydrolyse mehr farbiges

Kation freigesetzt.
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Abbildung 59: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes unbehandeltes und ultraschallbehandeltes
carboxymethyliertes Haferspelzenxylan mit Rutheniumrot, Enzympraparat Lyxasan® in Natriumacetat-
puffer bei pH 6,0

Die Extinktionen, die aus enzymatischer Hydrolyse des Rutheniumrot—-Carboymethylxylankom-

plex im Futtermittelextrakt (Abb. 60) erhalten wurden, waren kleiner als der Blindwert und da-
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mit negativ. Sie lie3en einen quadratischen Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und

Extinktion zu erkennen.

—O— Rutheniumrot-Carboxymethylxylankomplex, r = 0.893

Absorption [535 nm]
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Abbildung 60: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan

mit Rutheniumrot, Enzympréparat Lyxasan® im Futtermittel A—Extrakt

Die Hydrolyse von chromogenen Substraten aus ionischen Farbstoffen und hydrolysierbaren
Substrat war nur als Zeitverlaufsmessung direkt im Photometer moglich, da ein Stoppen der en-
zymatischen Reaktion und Ausfillen des nichthydrolysierten, hochmolekularen Xylans durch
Ethanolzugabe das Gleichgewicht zwischen dem ionisch an das Substrat gebundenen Farbstoff
und dem gelosten Farbstoff dadurch verschiebt, daf3 gebundener Farbstoff in dem Ethanol-Was-

ser—Gemisch gelost wird.

Die Kopplungsreaktion von Kongorot mit autoklaviertem Haferspelzenxylan fiihrte zu zwei Pro-
dukten. Ein Produkt (autoklaviert I) fiel bei der Zugabe von Kongorot sofort aus, das andere (au-

toklaviert II) fiel erst nach Zugabe von Isopropanol aus.

Tabelle 34 zeigt die Extinktionen der enzymatischen Hydrolyse von verschiedenen Haferspel-
zenxylanderivaten mit Kongorot als chromogener Komponente. Die photometrischen Messun-
gen wurden gegen 20 mM Natriumacetatpuffer als Blindwert durchgefiihrt. Es wurde je nach
Substrat jeweils die Wellenldnge gewahlt, bei welcher die hochste Absorption erhalten wurde.
Mit Enzympraparat Lyxasan® in Natriumacetatpuffer war die Freisetzung von Kongorot inner-
halb von 30 min bei Verwendung von dem ultraschallbehandelten und carboxymethylierten, au-
toklavierten (I) und ultraschallbehandelten Xylan hoch (Absorption von 0,83-0,97). Mit dem

autoklavierten Haferspelzenxylan (II) wurde nur eine Absorptionsdifferenz von 0,49 erhalten.

Im Futtermittel A—, Weizen— und Gerste-Extrakt war die Absorptionsdifferenz vom enzymatisch

freigesetzten Farbstoff zum Blindwert nur bei Verwendung von ultraschallbehandelten Hafer-
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spelzenxylan relativ hoch. Mit dem ultraschallbehandelten und carboxymethyliertem Hafer-
spelzenxylan wurden geringe Extinktionen erhalten. Die Absorptionen, die nach der Hydrolyse
der autoklavierten Substraten (I u. II) erhalten wurden, waren nicht auswertbar. Die Absorptio-
nen, die durch Hydrolyse mit niedrigeren Enzymkonzentrationen als 0,5 IE/ml in Natriumace-
tatpuffer und in den Futtermittelextrakten A und G erhalten wurden, waren niedrig, nicht re-
produzierbar und lieSen keinen Zusammenhang zwischen den Absorptionen und den Enzym-
konzentrationen erkennen. In Futtermittel G-Extrakt war mit diesem chromogenen Substrat
tiberhaupt keine Enzymaktivitatsbestimmung iiber den gepriiften Konzentrationsbereich mog-

lich, da viele Parallelbestimmungen sehr stark streuten.

Tabelle 34: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Kongorot, verschiedene
Haferspelzenxylanderivate, 0,5 IE/ml Lyxasan® (A. niger I) in verschiedenen Matrices, pH 6,0

Substrat Wellenlinge Natrium- Futtermittel Weizen— Gersten—
[nm] acetatpuffer A-Extrakt Extrakt Extrakt

utraschallbehandelt u. 498 0,831 0,168 0,017 0,194

carboxymethyliert

autoklaviert I (fillt 500 0,976 - - -

ohne Isopropanol aus)
autoklaviert II 508 0,496 - - -
ultraschallbehandelt 498 0,942 0,345 0,308 0,085

Blindwert: 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0, Inkubationszeit 30 min

Chromogene Substrate aus Brilliant Yellow und unbehandeltem, autoklaviertem, ultraschallbe-
handeltem und carboxymethyliertem und ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan wurden
zur Enzymaktivitdtsbestimmung von Lyxasan® verwendet. Das chromogene Substrat mit dem
ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan wurde in 2 Verdiinnungen (1:30 u. 1:100) einge-

setzt, da sonst der lineare Bereich des Lambert—Beerschen Gesetzes iiberschritten worden wire.

Tabelle 35 zeigt die Absorptionen von enzymatisch freigesetztem Brilliant Yellow gegen einen
Blindwert aus dem entsprechenden chromogenen Substrat in 20 mM Natriumacetatpuffer, in
Futtermittel A- oder G-Extrakt, jeweils bei pH 6,0. In Natriumacetatpuffer und Futtermittelex-
trakt wurden nur mit unbehandeltem Haferspelzenxylan hohe Absorptionen erhalten. Die Hy-
drolyse von chromogenem Substrat aus Brilliant Yellow mit ultraschallbehandeltem und car-
boxymethyliertem Xylan lieferte in Natriumacetatpuffer hohere Extinktionen als in Futtermittel
A-Extrakt. Mit autoklaviertem Haferspelzenxylan wurden bei beiden Enzymkonzentrationen
(0,1 u. 0,5 IE/ml) in Natriumacetatpuffer und in Futtermittel A-Extrakt niedrige, den Enzym-

konzentrationen entsprechende Extinktionen erhalten. Mit dem 1:30 verdiinnten ultraschallbe-
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handeltem Haferspelzenxylan mit Brilliant Yellow wurde nur durch die Hydrolyse mit der ho-

heren Enzymkonzentration (0,5 IE/ml) in Natriumacetatpuffer und Futtermittel A-Extrakt eine

meRbare Extinktion erhalten. Mit der 1:100 verdiinnten chromogenen Substratlésung wurde

nur in Natriumacetatpuffer etwas Brilliant Yellow hydrolytisch freigesetzt. Die Ergebnisse der

enzymatischen Hydrolyse in Futtermittel G-Extrakt waren wegen starker Streuung in den

Parallelproben nicht auswertbar.

Tabelle 35: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Brilliant Yellow, verschiedene
Haferspelzenxylanderivate, 0,5 bzw. 0,1 IE Lyxasan® (A. niger I) in verschiedenen Matrices

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0
Enzymkonzentration [IE] 0,1 0,5

unbehandelt 0,530 0,760
autoklaviert 0,063 0,093
ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert 0,128 0,162
ultraschallbehandelt 1:30 0,110
ultraschallbehandelt 1:100 0,093

Futtermittel A-Extrakt pH 6,0

0,1

0,5
0,770
0,016

0,707

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0

1,570
0,086
0,750

0,081

Mit Trypanblau wurde dicarboxymethyliertes, ultraschallbehandeltes und unbehandeltes

Haferspelzenxylan zu chromogenen Substraten kombiniert. Die chromogenen Substrate mit

Trypanblau hatten zwei Absorptionsmaximae (315 und 600 nm).

Tabelle 36: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Trypanblau, verschiedene
Haferspelzenxylanderivate, 0,5 bzw. 0,1 IE Lyxasan®

Substrat Wellenlénge
[nm]

Enzymkonzentration [IE]
dicarboxymethyliert 315
ultraschallbehandelt 315
unbehandelt 315
dicarboxymethyliert 600
unbehandelt 600

ultraschall behandelt 600

Natriumacetatpuffer
pH 6,0

0,1 0,5
0,682 0,709
n.a n.a
0,268 0,327
n.a n.a
0,235 0,523
0,323 0,365

Futtermittel A-Extrakt

pH 6,0
0,1

0,702

0,03

0,248

0,5

0881

0,036

0,003

Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0,

n.a. = nicht auswertbar, Inkubationszeit 30 min
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In Tabelle 36 werden die Extinktionen von enzymatisch aus verschiedenen Substraten freige-
setztem Trypanblau gegen einen Blindwert aus dem entsprechenden chromogenen Substrat in
20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. Futtermittel A-Extrakt gezeigt. Hohe Extinktionen
nach der Hydrolyse mit Enzympraparat Lyxasan® in Natriumacetatpuffer und in
Futtermittel A-Extrakt bei verschiedenen Enzymkonzentrationen gab es mit dicarboxymethy-
liertem Haferspelzenxylan als hydrolysierbaren Substrat bei 315 nm, aber die Extinktionsunter-
schiede zwischen den beiden Enzymkonzentrationen waren gering (0,027 in Natriumacetatpuf-
fer, 0,079 in Futtermittel A-Extrakt). Aus dem chromogenen Substrat mit unbehandeltem
Haferspelzenxylan wurde durch enzymatische Hydrolyse in Natriumacetatpuffer weniger als die
Halfte an Farbstoff freigesetzt, als aus dem entsprechenden Substrat mit dicarboxymethyliertem
Haferspelzenxylan. Alle Extinktionen die im Futtermittelextrakt mit ultraschallbehandeltem
Haferspelzenxylan als hydrolysierbare Komponente bei 315 nm aufgenommen wurden, waren

nicht auswertbar, da die Streuung bei vielen Parallelproben sehr grof3 war.

Die Hydrolyse des chromogenen Substrats aus von unbehandeltem Haferspelzenxylan mit Try-
panblau und anschlielfende Messung bei 600 nm fiihrte nur in Natriumacetatpuffer zu brauch-
baren Extinktionen fiir beide Enzymkonzentrationen, in Futtermittel A—Extrakt waren die Ex-
tinktionsunterschiede (0,006) zwischen den beiden Enzymkonzentrationen zu niedrig und da-
mit unbrauchbar. Die Absorptionsunterschiede zwischen den beiden Enzymkonzentrationen,
die nach der Hydrolyse von chromogenen Substrat mit ultraschallbehandeltem Xylan im Natri-
umacetatpuffer gemessen wurden waren geringer als nach der Hydrolyse von chromogenen
Substrat mit unbehandeltem Haferspelzenxylan, im Futtermittel A-Extrakt entsprach die Hohe
der Extinktionen nicht den Enzymkonzentrationen. Die Extinktionen, die mit dem dicarboxyme-
thylierten Haferspelzenxylan als hydrolysierbare Komponente erzielt wurden, waren nicht aus-

wertbar, da viele Parallelbestimmungen sehr streuten.

Calcufluor wurde mit unbehandeltem, autoklavierten, ultraschallbehandeltem, ultraschallbeha-
deltem und carboxymethyliertem, dicarboxymethyliertem Haferspelzenxylan zu chromogenen
Substraten kombiniert. Tabelle 37 zeigt die Absorptionen von enzymatisch aus verschiedenen
Haferspelzenxylanderivaten freigesetztem Calcufluor gegen einen Blindwert aus dem entspre-
chenden chromogenen Substrat in 20 mM Natriumacetatpuffer und Futtermittel A-Extrakt bei
pH 6,0. In Natriumacetatpuffer war die Extinktion bei unbehandeltem Xylan hoch, die Extinkti-
onsdifferenz zwischen den beiden Enzymkonzentrationen klein (0,026). Im Futtermittelextrakt
war nur bei der hohen Enzymkonzentration (0,5 IE/ml) eine geeignete Extinktion mel3bar. Mit
ultraschallbehandeltem bzw. autoklaviertem Haferspelzenxylan wurden niedrige Extinktionen
bei beiden Enzymkonzentration erzielt. Im Futtermittel A-Extrakt war nur eine Extinktion bei

hoher Enzymkonzentration auswertbar. Nach der Hydrolyse von dicarboxymethyliertem
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Haferspelzenxylan mit Calcufluor war die Absorption im Natriumacetatpuffer hoch und die Dif-
ferenz (0,169) zwischen den beiden Enzymkonzentration deutlich grof3. Im Futtermittel A—Ex-

trakt waren die Extinktionen bei 0,5 IE/ml und bei 0,1 IE/ml nicht auswertbar.

Tabelle 37: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Calcufluor, verschiedene
Xylanderivate, 0,5 bzw. 0,1 IE Lyxasan®

Substrat Natriumacetatpuffer pH 6,0 Futtermittel A-Extrakt pH 6,0
Enzymkonzentration [IE/ml] 0,1 0,5 0,1 0,5
unbehandelt 0,412 0,438 n.a. 0,136
autoklaviert 0,084 0,127 n.a. 0,119
ultraschallbehandelt 0,030 0,117 n.a. 0,090
ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert 0,006 0,252 0,064 0,239
dicarboxymethyliert 0,432 0,601 n.a. 0

Blindwert: chromogenes Substrat und 20 mM Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A-Extrakt bei pH 6,0,
n.a. = nicht auswertbar

Die Hydrolyse des ultraschallbehandelten und carboxymethylierten Haferspelzenxylans mit Cal-
cufluor fiihrte sowohl im Natriumacetatpuffer als auch im Futtermittel A-Extrakt zu niedrigen,
den Enzymkonzentrationen entsprechende Absorptionen. In Futtermittel G-Extrakt war keine
Enzymaktivitdtsbestimmung moglich, da die Extinktionen durch die starke Streuung von Paral-

lelproben nicht auswertbar waren.

5.2.3.1  Vergleich der chromogenen Substrate

Mit allen Produkten aus modifizierten Haferspelzenxylanen und Reaktivfarbstoffen lieen sich
Enzymaktivitdten in Natriumacetatpuffer bestimmen, wobei ein 16sliches Substrat, wie das ul-
traschallbehandelte bzw. das monocarboxymethylierte Xylan wegen der besseren Loslichkeit
von Vorteil war. Die Extinktionen waren unterschiedlich hoch. Im Futtermittelextrakt lieferte
nur das carboxymethylierte Haferspelzenxylan mit Azurin B positive Extinktionen zum Blind-
wert (Abb. 57). Dieses Substrat wird von der Fa. Megazyme kommerziell hergestellt. Mit den
anderen Reaktivfarbstoffen, Rutheniumrot und den anionischen Farbstoffen wurden negative
Extinktionen zum Blindwert erhalten, die teilweise keinen Zusammenhang zwischen Enzym-
konzentration und Extinktion zeigten, aber zum Teil einen linearen Zusammenhang zwischen
Substrat-Farbstoff und Enzymkonzentration erkennen lieen. Verdnderte Reaktionszeiten
(0,5 h, 1 h) und veranderte Temperaturen (40°C, 30°C) dnderten daran praktisch nichts. In Ta-
belle 38 sind die Mef3bereiche und Detektionsgrenzen der chromogenen Substrate aufgefiihrt,
die praktisch zur Enzymaktivititsbestimmung in verschiedenen Versuchsmatrices einsetzbar

sind.
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Tabelle 38: Melbereiche und Detektionsgrenzen von Enzymaktivitaten auf Xylan und
B-Glucan, bestimmt iiber chromogene Substrate in verschiedenen Matrices

Versuchsmatrix Detektionsgrenze MeRbereich* Abbildung
[IE/ml] (Extinktion) Nr.

Glucazymetabletten

Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,05 2,00 51
Xylazymetabletten

Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,05 2,00 52

Futtermittel Extrakt (B, W, T, R, G) pH 6,0 0,05 2,00 52

Digesta (Magen pH 4-5, 0,05 2,00 53

Diinndarmabschnitt 3, pH ca. 6)

Digesta (Diinndarmabschnitt 1-2) pH ca. 6 0,10 2,00 53
Reaktivgriin 19 mit Haferspelzenxylan (unbehandelt, autoklaviert, ultraschall)
Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,10 0,80 54

Azurin B mit Haferspelzenxylan (monocarboxymethyliert)
Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,10 0,70 56
Futtermittel A-Extrakt pH 6,0 0,10 0,12 57
Rutheniumrot mit Haferspelzenxylan (monocarboxymethyliert)
Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,05 0,20 59
Rutheniumrot mit Haferspelzenxylan (ultraschallbehandelt und monocarboxymethyliert)
Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,05 0,50 59

* es wird stets der lineare Mef3bereich (Extinktion—-Enzymkonzentration) angeben

5.3 Farbreaktion — Methodenentwicklung und Anwendung
Die Bestimmung der Extinktion von der Reaktion des Reaktivfarbstoffs RBB mit hydrolysiertem

Futtermittel bzw. hydrolysiertem Haferspelzenxylan zeigte einen linearen Zusammenhang zur
Enzymkonzentration. Je hoher die Enzymkonzentration, desto weniger RBB reagiert mit dem
Haferspelzenxylan (s. Einflul} des Futtermittels auf die Enzymaktivitdtsbestimmung), d.h. RBB
reagiert besser mit unhydrolysiertem Xylan als mit hydrolysiertem. Diese Reaktion sollte zur En-
zymaktivitdtsbestimmung ausgenutzt werden. Dazu wurden Vorversuche mit verschiedenen Re-
aktivfarbstoffen durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, daf$ z.B. Reaktivgriin mit hydrolysier-
tem Haferspelzenxylan besser reagiert, als mit unhydrolysiertem, d.h. die negative Extinktion

im Verhaltnis zum Blindwert ist grof3er.
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Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen ausprobiert. Dazu wurde enzymatisch hydroly-
sierte Ultraschallxylanlosung mit Farbstofflosung (Reaktivgriin, Azurin A etc.) versetzt, inku-
biert, sofort erhitzt oder mit NaOH alkalisiert und anschlie3end erhitzt. Die Proben wurden auf
Raumtemperatur abkiihlt, das hochmolekulare Xylan mittels Ethanol ausgeféllt, zur Gleichge-
wichtseinstellung stehen gelassen, zentrifugiert, in Kiivetten umgefiillt und sofort gemessen. Die
Versuche wurden ohne die Gleichgewichtseinstellung zwischen dem am Substrat gebunden und
im Ethanol-Wassergemisch gelosten Farbstoff abzuwarten und mit mehreren Reaktivgriinkon-
zentrationen wiederholt. Von den getesteten Reaktionsbedingungen erwies sich die Variante
mit der Inkubation, Alkalisierung und anschliefendem Aufkochen als brauchbar. Um den fiir die
Enzymbestimmung mittels Reaktion mit den hydrolysierten Endprodukten am besten geeigne-
ten Farbstoff zu finden, wurde eine 0,5%ige Ultraschallxylanlosung mit 100 IE/ml Lyxasan®
48 h bei 40°C in Natriumacetatpuffer hydrolysiert, mit verschiedenen Farbstoffen umgesetzt
und die Extinktionen gegeniiber unhydrolysiertem Ultraschallxylan (UX), welches mit den ent-
sprechenden Farbstoffen umgesetzt wurde, gemessen. Die hochsten Extinktionsdifferenzen

wurden mit den in Tab. 39 aufgefiihrten Farbstoffen erzielt.

Tabelle 39: Extinktionen verschiedener Farbstoffe nach der Reaktion mit hydrolysiertem und
unhydrolysiertem Ultraschallxylan

Farbstoff Wellenlédnge [nm]  unhydrolysiert hydrolysiert Differenz

Reaktivgriin 19 650 -1,00 -2,99 -1,99
Calcufluor 380 -0,57 0,42 0,99
Azurin B 600 -0,54 -1,45 0,91
Azurin A 600 -1,00 -1,80 0,80
Reaktivorange 450 -0.95 -0,14 0,60

Tabelle 40: Extinktion verschiedener Reaktivgriinkonzentrationen nach dem Umsatz mit 48 h
bei RT inkubierten ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan

Farbstoffkonzentration [%] Absorption [650 nm]

0.5 -0,055
1 -0,242
2 -0,229
3 -0,205

Wie aus Tabelle 39 ersichtlich ist Reaktivgriin am besten geeignet, da es die grof3te Absorptions-
differenz zwischen hydrolysierten und unhydrolysierten Ultraschallxylan zeigt. Als optimale
Farbstoffkonzentration erwies sich eine 0,5 bis 1% Reaktivgriin—-Losung, da bei hoher Farbstoft-

konzentration (>1%) die Absoptionsdifferenz zwischen hydrolysiertem und unhydrolysiertem
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Haferspelzenxylan (Tab. 40) kleiner wurde. Eine weitere Beobachtung war, dal} Hydrolysepro-
dukte, die durch Enzympraparate entstehen, die mehrere verschiedene Xylanasen enthalten,
besser mit Reaktivgriin reagieren als Hydrolyseprodukte, die durch Enzympréaparate erzeugt
werden, die nur eine Xylanase enthalten. Deshalb liel3en sich anfangs bei den hier beschriebe-
nen Versuchen nur von Lyxasan® (Abb. 63) niedrige Enzymaktivititen im Futtermittel A—Ex-

trakt mit der Farbreaktionsmethode bestimmen.

Tabelle 41: Absorption [650 nm] nach Langzeitinkubation mit 5 IE/ml bei RT und Umsatz mit
Reaktivgriin

Inkubationszeit 100 h 160 h
Enzym Anzahl Xylanasen Absorption
Biofeed plus® >2 -0,567 -0,70
Biofeed Wheat® 1 -0,442 -0,70
Biopract® >2 -0,575 -0,75
Roxazyme® >2 -0,382 -0,74
Avizyme® >2 -0,469 -0,72
Energex® >2 -0,598 -0,75
Hostazym X® >2 -0,468 -0,73

Ein Langzeitversuch (Tab. 41 und 42) zeigte allerdings, dal} Enzympraparate mit anderer Xyla-
nasenanzahl Haferspelzenxylan ebenfalls zu Produkten hydrolysierte, die mit Reaktivgriin rea-
gierten. Mit einer geringeren Farbstoffkonzentration (0,1%) wurde die Aktivitdt von Enzympra-
parat Hostazym X® im Futtermittel G bestimmt (Abb. 62), allerdings war wegen der niedrigen
Farbstoffkonzentration die Extinktionsdifferenz zwischen hohen und niedrigen Enzymkonzen-

trationen nur gering.

Tabelle 42: Abhéngigkeit der Farbreaktion von der Inkubationsdauer

Inkubationszeit [h] Absorption [650 nm]

48 -0.242
100 -0.567
160 -2.400

>160 -2.400

1% Reaktivgriin Absorption [650 nm],
Enzympriparat Lyxasan® (A. niger I)
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In Tabelle 43 sind die Extinktionen aufgefiihrt, die aus Messung des Blindwertes gegen Reaktiv-
griin, welches 48-160 h mit Lyxasan® inkubierten und anschliefend mit Reaktivgriin umgesetz-
ten ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan. Je ldnger die enzymatischen Hydrolyse andau-
ert, desto mehr Reaktivgriin wird von den Hydrolyseprodukten gebunden. Die Extinktion dndert

sich nach einer lingeren Inkubationszeiten als 160 h dndert sich nicht mehr.

Tabelle 43: 120-160 h Inkubation, 5 IE/ml, Ultraschallxylan und Umsatz mit Reaktivfarbstoff

Enzympréaparat Reaktivorange [450 nm] Reaktivgriin [650 nm]
Farbstoffkonzentration in % 0,1 0,5 1 0,1 0,5 1
Biofeed plus® 0,05 -0,40 0,10 -0,70 -2,9 -2,4
Biofeed Wheat® 0,03 -0,35 -0,03 -0,70 -2,9 -2,4
Biopract® 0,05 -0,35 -0,04 -0,75 -2,9 -2,9
Roxazyme® 0,02 -0,36 -0,06 -0,74 -2,9 -2,9
Avizyme® 0,04 -0,35 -0,02 -0,72 -2,9 -2,9
Energex® 0,06 -0,35 -0,05 -0,75 -2,9 -2,9
Hostazym X® 0,05 -0,40 -0,07 -0,73 -2,9 -2,9

Hydrolyseversuche (120-160 h) mit Azurin A, B und Reaktivorange in verschiedenen Konzen-
trationen (0,1, 0,5, 1%) mit unterschiedlichen Enzympraparaten zeigten zwar negative Extink-
tionsdifferenzen, aber keinen Zusammenhang zur Enzymkonzentration (Tab. 43 u. 44). Nur
durch die Reaktion von Reaktivgriin (0,1, 0,5, 1% wurden getestet) mit durch verschiedene En-
zyme hydrolysiertem ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan wurden reproduzierbare hohe

negative Extinktionen erhalten (-0.7 bei 0,1%, -2,9 bei 0,5%-1%).

Tabelle 44: 120-160 h Inkubation, 5 IE/ml, Ultraschallxylan und Umsatz mit Reaktivfarbstoff

Enzympréaparat Azurin A [600 nm] Azurin B [600 nm]
Farbstoffkonzentration in % 0,1 0,5 1 0,1 0,5 1
Biofeed plus® -1,6 0,01 0,07 -0,548 -0,11 0,23
Biofeed Wheat® -1,7 -0,07 -0,023 -0,510 -0,12 1,00
Biopract® -1,6 0,01 0,172 -0,478 -0,08 0,50
Roxazyme® -1,6 -0,10 -0,12 -0,500 -0,12 0,40
Avizyme® -1,6 -0,03 -0,128 -0,490 -0,10 1,00
Energex® -1,6 -0,01 0,18 -0,510 -0,01 1,20
Hostazym X® -1,6 -0,06 0,12 -0,500 -0,19 0,80
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Die ,Farbreaktionsmethode* zur Enzymbestimmung wurde also wie folgt durchgefiihrt:
Ultraschallxylanlésung wird mit der Enzymprobe 30-60 min bei 40°C inkubiert, mit 0,5%iger
wésseriger Reaktivgriinlosung versetzt, 30 min bei 40° inkubiert, mit 4 N NaOH alkalisiert und
anschliefend 5 min erhitzt. Die Proben werden auf Raumtemperatur abgekiihlt, das hochmole-
kulare Xylan mittels des doppelten Ethanolvolumens ausgefillt, bei 9000 X g abzentrifugiert,
der Uberstand in Kiivetten umgefiillt und sofort gegen die gleichbehandelte Blindprobe ohne
Enzym gemessen.

Diese Methode wurde zur Aktivititsbestimmung von Enzympraparaten in Natriumacetatpuffer

(Abb. 61) und Enzymen im Futtermittel A— und G-Extrakt (Abb. 62 und 63) eingesetzt.

G—0 Hostazyme X, r = 0.927
O—r Biofeed Wheat, r = 0.978

Absorption [650 nm]
=
o
|

11 1 1

'2.0lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
log [IE/ml]

Abbildung 61: Farbreaktion mit Reaktivgriin, Enzympraparate Biofeed Wheat® und Hostazym X® in
Natriumacetatpuffer pH 6,0 bzw. pH 4,5

Die negativen Extinktionen, die durch enzymatische Hydrolyse von Ultraschallxylan durch die
Enzyme Biofeed Wheat® und Hostazym X® in Natriumacetatpuffer, bzw. von Hostazym X® in
Futtermittel G-Extrakt gemessen wurden (Abb. 61), zeigen im Gegensatz zu den Extinktionen
von Lyxasan (Abb. 63) in Futtermittel G-Extrakt iiber den gepriiften Konzentrationsbereich ei-

nen logarithmischen Zusammenhang von Enzymkonzentration und Extinktion.
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@—@ 0,5% Reaktivgriin, r = 0.997
w—v 0,1% Reaktivgriin, r = 0.872

Absorption [650 nm]

log [IE/ml]
Abbildung 62: Farbreaktion, Hostazym X® in Futtermittel G, verschiedene Reaktivgriin Konzentrationen

Die Steigung der Geraden, die durch Reaktion mit 0,1%iger Reaktivgriinlésung aufgenommen
wurde ist wesentlich flacher und die absoluten Extinktionen sind wesentlich kleiner als die, die
mit 0,5% Reaktivgriinlosung aufgenommen wurden. Die Extinktionen, die mit 1%iger Reaktiv-

griinlosung aufgenommen wurden zeigten keinen auswertbaren Unterschied zwischen den ver-

schiedenen Enzymkonzentrationen.

| @—@ 0,5% Reaktivgiin, r = 0.979

Adsorption [650 nm]
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Abbildung 63: Farbreaktion, Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Futtermittel G pH 6,0

Mit Enzympraparat Lyxasan® in Futtermittel G wurde iiber den gepriiften Konzentrationsbe-

reich ein linearer Zusammenhang zur Enzymkonzentration gefunden (Abb. 63).
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Tabelle 45: Mef3bereiche und Detektionsgrenzen der Enzymaktivitdtsbestimmung (gegentiber
Xylan), Farbreaktion in verschiedenen Matrices

Versuchsmatrix Detektionsgrenze Mef3bereich*  Abbildung
[IE/ml] (Extinktion) Nr.

Natriumacetatpuffer pH 6,0 0,005 1,6 61

Futtermittel-G Extrakt pH 6,0 0,050 0,4 63

In Tabelle 45 sind die Dektionsgrenzen und Mel3bereiche der ,Farbreaktion“ aufgefiihrt. Sie

liegt bei 0,005 in Natriumacetatpuffer und bei 0,05 in Futtermittelextrakt.

Der Versuch, mittels der Farbreaktionsmethode eine unbekannte Enzymkonzentration von
Lyxasan in Futtermittelproben mit der ,,Spiking“-Methode durch Zugabe von verschieden hohen
Enzymkonzentrationen im Bereich der unbekannten Konzentration und anschlieRender Extra-
polation zu einem Null-Wert zu bestimmen, lieferte bei der Auswertung der Extinktionen eine

zu hohe Enzymkonzentration als Ergebnis.

5.4 Substratmodifikation
5.4.1 Physikalische Substratmodifikation

Von dem durch Oberfldchenvergroerung mit Ethanol suspendierten und anschlieBend gelo-
sten Haferspelzenxylan fielen bereits nach 24 h ca. 50% aus bzw. liel3en sich bei 12000 x g ab-
zentrifugieren. Aufgekochtes bzw. autoklaviertes Haferspelzenxylan blieb ebenfalls zu ca. 50%

in Losung.

Durch die Ultraschallbehandlung liel3en sich 99% des Xylans in Losung bringen. Die Losungen

wurden mit 4 mg NaN3 (= 0.08 mg/ml) als Bakterizid versetzt. Sie lieen sich bei Raumtempe-

ratur aufbewahren, innerhalb von 4 Wochen Lagerung war kein Niederschlag zu beobachten.

Es wurde versucht, ultraschallbehandeltes, enzymatisch hydrolysiertes und autoklaviertes
Haferspelzenxylan mittels Gelfiltration nach Molekiilgrof3e aufzutrennen. Die mit der Gelfiltra-
tion erhaltenen Fraktionen von kleiner Molekiilgrof3e hatten fiir Enzymtests eine zu geringe
Konzentration, aufkonzentrieren war nicht praktikabel. Der Zeitaufwand war zu grof3, die fiir
Enzymtests benotigte Xylanmenge zu gewinnen. Es wurde versucht, das ultraschallbehandelte,
enzymatisch behandelte und den Uberstand (Phase 1) des autoklavierten Xylans mittels Protein-
filter stufenweise zu filtrieren. Es gab jedoch nur 2 Fraktionen, eine die entweder nicht durch
den 300 kD Filter filtrierbar waren oder den 5 kD Filter passierten. Die Ausbeute an Haferspel-

zenxylan, daf sich durch einen 5 kD Filter filtrieren lie®, war jedoch sehr gering.
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5.4.2 Chemische Modifikation

5.4.2.1  Saure bzw. basische Behandlung

Die alkalischen Losungen losten zwar das Xylan, sobald jedoch die Losungen auf einen fiir en-
zymatische Reaktionen geeigneten pH-Wert (z.B. 6,0) eingestellt wurden, fielen etwa 50% des
gelosten Haferspelzenxylans (Bestimmt {iber TS) wieder aus, bzw. lie3en sich bei 12000 X g ab-
zentrifugieren. Konzentrierte Essig—, Salz,— oder Phosphorsdure bewirkten keine in Enzymtests
detektierbaren Verdnderungen am Substrat. Mit Schwefelsdure hydrolysiertes Haferspelzenylan

war fiir enzymatische Reaktionen nicht geeignet.

5.4.2.2  Acetylierung

Die Ausbeute an acetyliertem Haferspelzenxylan bei der Verwendung von Essigsdureanhydrid
war bei den Reaktionstemperaturen 0° und 10° C sehr gering, bei 60° bzw. 100° C wurde eine
etwas hohere Ausbeute erhalten, die stark verunreinigt war. Die schwarzen Verunreinigungen
lieBen sich durch wiederholtes Losen in Aceton, Abzentrifugieren und erneutes Ausfillen nicht

entfernen.

Bei Verwendung von Acetylchlorid als Acetylierungsmittel war die Ausbeute bei 60° C sehr ge-
ring und stark verunreinigt. Bei 0° C bzw. 10° C wurde eine hohere Ausbeute erhalten. Das Pro-
dukt 16ste sich teilweise in Aceton bzw. Tetrahydrofuran (THF). Das Produkt der Benzoxylie-

rung war ebenfalls teilweise in THF bzw. Aceton 16slich.

5.4.3 Enzymatische Modifikation

Wurde das Haferspelzenxylan vor der enzymatischen Hydrolyse autoklaviert, so befand sich
nach anschlief3ender Filtration iiber den 5 kD Filter eine doppelt so hohe Xylankonzentration im
Filtrat (TS) als bei der enzymatischen Hydrolyse ohne vorherige Autoklavierung. Enzymatisch
behandeltes Haferspelzenxylan lief? sich nicht mit ionischen Farbstoffen koppeln, da der Poly-
merisationsgrad und damit die Zahl der chelatiserienden OH-Gruppen des Molekiils zu klein
war, um den ionischen Farbstoff einzuschlieRen. Der gesamte Farbstoff wurde ausgewaschen.
Auch mit den verschiedenen Reaktivfarbstoffen lief3 sich kein zur Enzymaktivitdtsbestimmung
brauchbares chromogenes Substrat herstellen, da die Substrate mit gekoppeltem Farbstoff nicht
mef3bar von anderen Enzymen hydrolysiert wurden. Die einzige Verwendung des enzymatisch
hydrolysierten Haferspelzenxylans war im Agardiffusionstest moglich. Das Substrat brachte

aber keine Verbesserung.
5.5 Substratcharakterisierung

Mit dem Dinitrosalicylsdurereagenz wurde gepriift (DNSS-Test) ob es zwischen dem ultra-

schallbehandelten, autoklavierten und dem carboxymethylierten (mono-, di—, max.—) Hafer-
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spelzenxylan Unterschiede in der Anzahl der reduzierenden Gruppen gab. Als Blindprobe diente
unbehandeltes Haferspelzenxylan. Es wurden sowohl bei dem autoklavierten, als auch bei dem
ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan keine Unterschiede gegeniiber dem unbehandeltem
gefunden. Das monocarboxymethylierte dagegen hatte ca. 40% der Reaktivitat des unbehandel-
ten Haferspelzenxylans, das dicarboxymethylierte 10% und das maximal carboxymethylierte

Haferspelzenxylan reagierte praktisch nicht mit dem DNSS-Reagenz.

Eine Unterscheidung der verschiedenen Behandlungsvarianten (autoklaviert, ultraschallbehan-
delt, unbehandelt, carboxymethyliert) war mittels lonenchromatographie in einer HPLC (Fa.
Dionex, Idstein) mit amperometrischer Detektion nicht moéglich, da das Xylan zu hochmolekular

war. Die Carboxymethylgruppe konnte mittels NMR nachgewiesen werden.

5 uC 14uC 500 nC

ultraschallbehandelt
.
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=
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Abbildung 64: Hydrolysemuster sauer hydrolysierter Haferspelzenxylanderivate

Es konnten zwischen den verschiedenen Substratmodifikationen Unterschiede festgestellt wer-
den, wenn das Xylan enzymatisch hydrolysiert und die Hydrolyseprodukte anschliel3end in der
HPLC aufgetrennt wurden. Es fehlten bei saurer Hydrolyse verschiedene kleinere Abbauproduk-
te (Abb. 64), und die carboxymethylierten Bruchstiicke wurden aufgrund negativer Ladung spé-
ter eluiert (ca. 15 min). Die Hydrolysemuster des autoklavierten und unbehandelten Haferspel-
zenxylan sind praktisch identisch. Im Hydrolysemuster des ultraschallbehandelten Haferspel-
zenxylan fehlten die grof3eren Xylooligomere ab DP 16, die im Hydrolysemuster vom unbehan-

delten Haferspelzenxylan noch zu erkennen sind.
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Unbehandeltes Haferspelzenxylan, autoklaviertes Xylan (Gesamtfraktion) und Ultraschallxylan
wurde durch Aufkochen geldst, mit Ethanol bzw. Isopropanol gefillt, getrocknet und in einer
Gefriermiihle in fliissigem Stickstoff homogenisiert. Es wurde mittels NMR das Verhéltnis von
chemisch gebundenem Wasser zu freiem Wasser bezogen auf unbehandeltes Haferspelzenxylan

bestimmt.

Die mit Ethanol ausgefallten physikalisch modifizierten Xylane zeigten bei der Bestimmung des
Verhéltnisses von chemisch gebundenem zu freiem Wasser keinen Unterschied. Zwischen den
mit Isopropanol gefillten physikalisch modifizierten Haferspelzenxylanen sind Unterschiede er-
kennbar (Tab. 46). Beim unbehandeltem Haferspelzenxylan ist der Anteil des chemisch gebun-
denen Wassers gro3er und der des freien Wassers kleiner als bei Ultraschall- bzw. autoklavier-

tem Xylan. Ultraschallxylan hatte den grof3ten Anteil an freiem Wasser.

Freies Wasser: unbehandelt < autoklaviert < UXx

Chemisch gebundenes Wasser: unbehandelt > autoklaviert > UX

Tabelle 46: Eingelagertes Wasser in durch Isopropanol gefillten Xylanderivaten

Behandlung Intensitit des freien Wasser im Verhaltnis zum chemisch gebundenem Wasser [%]
unbehandelt 100,00
autoklaviert 114,67
ultraschall 118,82

Mit autoklaviertem bzw. unbehandeltem Haferspelzenxylan lie3en sich Losungen von bis zu 4%
durch Aufkochen herstellen. Das Haferspelzenxylan blieb aber nach dem Abkiihlen nicht in Lo-
sung. Mit ultraschallbehandeltem Xylan lassen sich Losungen bis zu ca. 5% herstellen und bei

Raumtemperatur lagern. Carboxymethyliertes Xylan war bis zu 10% l6slich.

Um die Molmasse des Ultraschallxylans und des unbehandelten Haferspelzenxylans mittels GPC
oder Membranosmose zu bestimmen, mul} es acetyliert werden, damit es in Tetrahydrofuran
(THF) l6slich wird. Eine Molmassenbestimmung war nicht méglich, da sowohl das acetylierte,
als auch das benzoxylierte Haferspelzenxylan so grof$ war, daf sich nur kleinere Bruchstiicke in
geeigneter Konzentration 16sten, und deshalb die tatsdchliche Molmasse nicht bestimmt werden

konnte.

Titrationskurven von ultraschallbehandeltem, autoklaviertem, unbehandeltem und carboxyme-
thyliertem Haferspelzenxylan zeigten keinen wesentlichen Unterschied zwischen den Behand-

lungen. Unbehandeltes- und autoklaviertes Haferspelzenxylan gab mit Kongorot einen Nieder-
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schlag, ultraschallbehandeltes konnte nicht ausgefallt werden. Die Viskositat der Losung und
die Konzentration des gelosten Haferspelzenxylans steigt mit der Dauer der Ultraschallbehand-
lung (Abb. 65).
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Abbildung 65: Viskositéts- und Konzentrationdnderung von in Natriumacetatpuffer suspensiertem
Haferspelzenxylan (5%) in Abhéngigkeit von der Dauer der Ultraschallbehandlung, 70 W, 20 kHz,
70 Zyklen

In Tabelle 47 sind die Absorptionsmaximae der chromogene Substrate in 20 mM Natriumace-
tatpuffer bei pH 6,0 und in den Futtermittel-Extrakten aus Futtermittel A und G in 20 mM Na-
triumacetatpuffer bei pH 6,0 zusammengestellt. Im Futtermittelextrakt (A u. G) war generell ei-
ne Verschiebung des Maximums in den hoheren Absorptionsbereich zu erkennen. Das Absorp-
tionsmaximum von Reaktivschwarz wurde in den niedrigeren Absorptionsbereich verschoben.
Aullerdem war die Extinktion der Maximae von allen chromogenen Substraten im Futtermittel-

extrakt deutlich niedriger als im Puffer.
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Tabelle 47: Absorptionsmaximae der chromogenen Substrate

chromogene Komponente hydrolysierbare Komponente Absorptionsmaximae [nm]
Natriumacetat- Futtermittelextrakt
puffer pH 6,0 (Au. G) pH6,0

Ionische Farbstoffe

Brilliant Yellow alle* 350-480 380-400
Calcufluor alle* 320-380 320-380
Kongorot alle* 498-510 498-510
Trypan Blue alle* 315 + 600 315 + 600

Kovalentgebundene Farbstoffe

Azurin A alle* 590-650 + 590-650
310-315

Azurin B alle* 590-610 + 590-610
300-315

Basilin Blue E-3G alle* 590-740 + 590-700
300-315

Cibacron Blue 3 GA alle* 590-740 + 590-700
300-315

Reaktivgelb alle* 380-450 380-450

Reaktivgriin allel 550-720 550-750

Reaktivgriin ultraschallbehandelt 400-460 + 400-460 +
530-720 530-720

Reaktivorange alle* 320-460 320-500

Reaktivrot alle* 480-560 450-580

Reaktivschwarz alle* 500-620 550-600

(sehr schwach)
Remazol Brilliant Blue alle* 550-650 550-650
Remazol Brilliant Violet 5R alle* 500-580 490-610

Kationischer Farbstoff
Rutheniumrot alle* 500-550 500-550
Futtermittelextrakt
Futtermittel-Extrakt (Au. G) - 280-380 -

*alle = carboxymethyliert (mono-, di-), unbehandelt, autoklaviert, ultraschallbehandelt
Lohne ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan
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5.6 Einfluf} des Futtermittels auf die Enzymaktivitdtsbestimmung
Das Absorptionsspektrum von Futtermittel A— und G-Extrakt in 20 mM Natriumacetatpuffer bei

pH 6,0 wurde gegen 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 im Photometer aufgenommen. Das

Absorptionsmaximum lag bei 280-380 nm (Tab. 47).

Futtermittel A wurde als Substrat im Agardiffusionstest mit Lyxasan® auf die gleiche Weise ein-
gesetzt, wie z.B. Haferspelzenxylan. Es konnte eine Kalibrationsgerade (Abb. 66), dhnlich wie
mit Haferspelzenxylan, erzeugt werden. Der Farbkontrast zwischen den Lysezonen und dem
Substratagar war allerdings schwicher als in Agardiffusionstests mit Haferspelzenxylan als Sub-
strat. D.h. das Xylanase betonte Enzympraparat Lyxasan® hydrolysiert die Pentosane (Xylane)

aus dem Weizen in der Futtermittelmischung A.

| G—o Futtermittel A-Extrakt als Substrat, r = 0.926

log [IE/ml]

Abbildung 66: Agardiffusionstest mit Futtermittel A-Extrakt als Substrat, Enzympraparat Lyxasan®
(A. niger I) in pH 6,0 Natriumacetatpuffer

Um zu kléren, ob freier Reaktivfarbstoff bzw. kleine Hydrolyseprodukte mit gekoppeltem Reak-
tivfarbstoff mit dem Protein des Enzyms reagiert, wurde zu Enzympréaparaten Rinderserumal-
bumin (RSA) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt und die Aktivitdt mit verschiedenen
chromogenen Substraten bestimmt. Das Protein (RSA) storte die Enzymaktivitdtsbestimmung
mit chromogenen Substraten in Puffer nicht. Der Reaktivfarbstoff reagierte wahrscheinlich nicht
mit dem Protein des Enzympraparates, sondern mit Komponenten aus dem Futtermittel. Des-
halb wurde als néchstes freier Reaktivfarbstoff (RBB) in verschiedenen Konzentrationen zu den
chromogenen Substraten aus unbehandeltem und autoklavierten Haferspelzenxylan mit gekop-
peltem RBB gegeben. So sollten die reaktiven Komponenten des Futtermittels mit freiem Farb-
stoff abgeséttigt werden. Dadurch sollte praktisch ein Offset (eine konstante Hintergrundab-
sorption) erzeugt werden {iber dem die Extinktion der hydrolytisch aus dem chromogenen Sub-

strat freigesetzten Komponenten mit gekoppelten Farbstoff gemessen werden kann. Die Enzym-
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aktivitatsbestimmung im Futtermittel A-Extrakt mit RBB-Haferspelzenxylan (unbehandelt und
autoklaviert) und 0,1% freiem RBB fiihrte zu einem linearen negativen Kurvenverlauf der Ex-
tinktionen (Abb. 67). Bei hoher Enzymkonzentration wurde viel chromogenes Substrat und der
fiir das Enzym verwertbare Teil des Futtermittelextraktes hydrolysiert. Dadurch wurden die re-
aktiven Gruppen des Futtermittels abgebaut, und es reagierte weniger RBB mit dem Futtermittel
als in der Blindprobe. Die Absorption nimmt mit steigender Enzymkonzentration zu. Je weniger
Enzymaktivitdt in der Probe vorhanden war, desto mehr RBB reagierte mit dem unhydrolysier-

ten Futtermittel.
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Abbildung 67: Chromogenes Substrat aus Haferspelzenxylan (unbehandelt und autoklaviert) mit Rema-
zol Brilliant Blue (RBB), Enzympréparat Lyxasan® (A. niger I) in Futtermittel A-Extrakt pH 6,0, 0,1%
iiberschiissiges RBB zur Maskierung der reaktiven Komponenten aus dem Futtermittel, T=40°C

Der Effekt, dal¥ RBB mit unhydrolysiertem Futtermittel reagierte, konnte durch einen Versuch
bestatigt werden, in dem Futtermittel A-Extrakt als enzymatisch hydrolysierbares Substrat und
Reaktivfarbstoff RBB mit Enzympraparat Lyxasan® inkubiert wurden. Die photometrische Aus-
wertung der Reaktion des RBB mit dem hydrolysierten Futtermittel fithrte ebenfalls zu einem
Kurvenverlauf mit einem linearen Zusammenhang zwischen den negativen Extinktionen und

der Enzymkonzentration (Abb. 67).

Bei hoher Enzymkonzentration wurde viel von dem enzymatisch hydrolysierbaren Teil des Fut-
termittelextraktes hydrolysiert. Dadurch wurden die reaktiven Gruppen des Futtermittels abge-
baut, und es konnte nicht soviel RBB wie in der Blindprobe mit dem Futtermittel reagieren. Die
Extinktion nahm mit steigender Enzymkonzentration zu. Je weniger Enzym in der Probe war,

desto mehr RBB reagierte mit dem unhydrolysierten Futtermittel (Abb. 68).
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Abbildung 68: Futtermittel A-Extrakt als Substrat, Enzympraparat Lyxasan® (A. niger I) und 0,1%iges
Remazol Brilliant Blue, T = 40°C

5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 48: Detektionsgrenzen und Mel3bereiche der in verschiedenen Medien angewendeten
Enzymaktivitdtsbestimmungsmethoden auf B-Glucan

Verfahren Detektionsgrenze MeRbereich
Natriumacetatpuffer pH 6,0

Agardiffusion mit ultraschallbehan- 0,01 20-50 [mm?] Lysezone

deltem B-Glucan
Viskosititsdifferenz mit f-Glucan 0,10 1,5 [mPas]

Glucazymetabletten 0,05 2 Extinktion

Futtermittelextrakt pH 6,0

Agardiffusion mit ultraschallbehan- 0,02 20-50 [mm?] Lysezone

deltem B-Glucan

Viskosititsdifferenz mit Lichenin 0,05 2,3-4 [mPas]
(B—Glucan)
Digesta pH ca. 6
Viskosititsdifferenz mit Lichenin 0,10 2-4 [mPas]
(B—Glucan)

In den Tabellen 48 und 49 sind die Detektionsgrenzen und Mef3bereiche der in dieser Arbeit er-
folgreich angewendeten Enzymbestimmungsmethoden auf f-Glucanase— und Xylanaseaktivitat
zusammengestellt. Die Bestimmungen erfolgten mit kommerziellen Praparaten und modifizier-

ten Substraten. Sie wurden im unteren Grenzbereich der einzelnen Methoden durchgefiihrt.
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Tabelle 49: Detektionsgrenzen und Mel3bereiche der in verschiedenen Medien angewendeten
Enzymaktivititsbestimmungsmethoden gegeniiber Xylan

Verfahren Detektionsgrenze MeRbereich

Natriumacetatpuffer pH 6,0

Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem 0,005 10-60 [mm?] Lysezone
Haferspelzenxylan
Viskositatsdifferenz mit ultraschallbehandel- 0,010 5 [mPas]

tem Haferspelzenxylan
Xylazymetabletten 0,050 2 Extinktion
Farbreaktion 0,005 1,6 Extinktion

Futtermittelextrakt pH 6,0

Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem 0,005 20-85 [mm?] Lysezone
Haferspelzenxylan
Viskosititsdifferenz mit ultraschallbehandel- 0,010 5 [mPas]

tem Haferspelzenxylan

Xylazymetabletten 0,050 2 Extinktion

Farbreaktion 0,050 0,4 Extinktion
Digesta pH ca. 6

Viskositatsdifferenz mit ultraschallbehandel- 0,025 4 [mPas]

tem Haferspelzenxylan

Xylazymetabletten 0,050 2 Extinktion

Tabelle 50 zeigt eine Aufstellung einiger zu Fiitterungsversuchen verwendeter Enzympraparate.
Es wurde bei der Zusammenstellung die in dieser Arbeit mittels DNSS-Test bestimmte Empfind-
lichkeit des Praparates zu Grunde gelegt. Als weitere Voraussetzungen wurde von einer
100%igen Extraktion und einem Aktivitdtsverlust nach dem Pelletieren von 50% ausgegangen.
Die Bestimmungsgrenzen der verschiedenen Methoden wurden den Tabellen 48 und 49 ent-
nommen. Danach ist die Aktivitdt auf Xylan von allen Préaparaten mit den 4 gepriiften Methoden
theoretisch bestimmbar. Die Aktivitdt auf f—Glucan ist von allen Préparaten bis auf Avizyme®

im Futtermittel mittels Agardiffusion und Viskositat theoretisch bestimmbar.
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Tabelle 50: Enzymzugabe in Fiitterungsversuchen

Aktivitit [TE/g]! 50% Restaktivitit [IE/ml]? Detektierbar mit Enzymbestimmungsmethode

Agardiffusion  Viskositit =~ Chromogene  Farbreaktion

Substrate
1,1 g/kg Avizyme® [FUENTE ET AL. 1998]
Xylan 2262 0,200 ja ja ja ja
B-Glucan 52 0,005 nein nein n.b. n.b.
0,3-1 g/kg Biofeed plus® [LOHMANN 1994]
Xylan 1706 0,170 ja ja ja ja
B-Glucan 689 0,070 ja ja n.b. n.b.
0,4 g/kg Biofeed Wheat® [FUTTERUNGSVERSUCHE. INSTITUT FUR TIERERNAHRUNG 1998]
Xylan 1173 3,760 ja ja ja ja
B-Glucan 36 1,280 ja ja n.b. n.b.
0,2 g/kg Biopract® [GLASER 1997]
Xylan 3760 0,004 ja ja ja ja
B-Glucan 12820 0,120 ja ja n.b. n.b.
3-8 g/kg Energex® [LOHMANN 1994]
Xylan 233 0,020 ja ja ja ja
B-Glucan 1370 0,140 ja ja n.b. n.b.
0,05-0,2 g/kg Roxazyme® [JEROCH UND MULLER 1993]
Xylan 12780 63,900 ja ja ja ja
B-Glucan 2530 12,650 ja ja ja n.b.

Im Rahmen dieser Arbeit mittels DNSS—Test bestimmt, 2Angenommen: 100% Extraktion u. 50% Aktivitéitsver-
lust, n.b. = nicht bestimmbar
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	taleft - Rohpräparat
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	ta schrift 2 - 720
	ta schrift 2 - 21,2

	taleft - Ultrafiltration
	ta schrift 2 - 12,0
	ta schrift 2 - 690
	ta schrift 2 - 57,5

	taleft - Aufkonzentrierung
	ta schrift 2 - 10,5
	ta schrift 2 - 650
	ta schrift 2 - 61,9
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	ta schrift 2 - 123
	ta schrift 2 - 1790
	ta schrift 2 - 0

	taleft - Biopract®
	ta schrift - T. reesei II
	ta schrift 2 - 12820
	ta schrift 2 - 52
	ta schrift 2 - 3760
	ta schrift 2 - 51

	taleft - Energex®
	ta schrift - A. niger II
	ta schrift 2 - 1370
	ta schrift 2 - 64
	ta schrift 2 - 233
	ta schrift 2 - 10

	taleft - Novozyme 104®
	ta schrift - k. A.
	ta schrift 2 - 0
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 160
	ta schrift 2 - n.b.

	taleft - Hostazym X®
	ta schrift - k. A.
	ta schrift 2 - 18
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 710
	ta schrift 2 - n.b.
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	tahead - 
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	tahead - Enzympräparat
	tahead - CMC
	tahead - Xylan
	tahead - Xylan u. Lichenin
	taleft - Aspergillus niger I
	ta schrift - ˜100, 65, 62, 57, 48, 42, 38
	ta schrift - 56, 42, 38, 37, 32, 24, 22
	ta schrift - –
	taleft - Aspergillus niger II
	ta schrift - 67, 48, 38, 36, 34, 28
	ta schrift - 42, 37, 26
	ta schrift - –
	taleft - Humicola insolens
	ta schrift - ˜102, 92, 82, 80, 64, 56, 42
	ta schrift - ˜98, 90, 84, 72, 62, 39
	ta schrift - –
	taleft - Trichoderma viride
	ta schrift - 92, 80, 56, 52, 50, 20
	ta schrift - 32, 21
	ta schrift - –
	taleft - Trichoderma reesei I
	ta schrift - 72, 56, 54, 32, 20
	ta schrift - ˜102, 56, 32, 29, 26, 21
	ta schrift - –
	taleft - Trichoderma reesei II
	ta schrift - 56, 54, 45, 32, 22
	ta schrift - 56, 32, 26, 21
	ta schrift - 56
	stor - In Tabelle 7 sind die Molekulargewichte der aktiven Komponenten und die Substratspezifität...
	storb - In den Zymogrammen der T. reesei–Präparate stimmten die Aktivbanden bis auf eine zusätzli...
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	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 8: Isoelektrische Punkte und pH–Optima aktiver Komponenten (b–Glucan) ausg...

	tahead - Enzympräparat
	tahead - Molekulargewicht
	tahead - isoelektrischer Punkt
	tahead - pH–Optimum
	taleft - Aspergillus niger I
	ta schrift 2 - 65
	ta schrift 2 - 4,2
	ta schrift 2 - 5,5

	taleft - 
	ta schrift 2 - 48
	ta schrift 2 - 5,8
	ta schrift 2 - 6,5

	taleft - 
	ta schrift 2 - 38
	ta schrift 2 - 7,1
	ta schrift 2 - 6,5

	taleft - 
	ta schrift 2 - 28
	ta schrift 2 - 4,5
	ta schrift 2 - 4,0

	taleft - Aspergillus niger II
	ta schrift 2 - 36
	ta schrift 2 - 4,1
	ta schrift 2 - 4,5

	taleft - 
	ta schrift 2 - 34
	ta schrift 2 - 3,8
	ta schrift 2 - 4,5

	taleft - Humicola insolens
	ta schrift 2 - 102
	ta schrift 2 - 9,2
	ta schrift 2 - 4,5

	Haupttext - 
	ta schrift 2 - 56
	ta schrift 2 - 4,3
	ta schrift 2 - 5,5

	taleft - 
	ta schrift 2 - 22
	ta schrift 2 - 8,8
	ta schrift 2 - 6,5

	taleft - Trichoderma viride
	ta schrift 2 - 56
	ta schrift 2 - 4,3
	ta schrift 2 - 5,5

	stor - In Tabelle 8 sind die isoelektrischen Punkte und die pH–Optima einiger Enzympräparate darg...
	TabelleTitel - Tabelle 9: Temperaturstabilität (Restaktivität) der Enzympräparate nach 30 min Ink...

	tahead - Rohpräparat
	tahead - Herkunft
	tahead - Restaktivität [%]
	Haupttext - 
	ta schrift - 
	taheads - Lichenin
	taheads - CMC
	taheads - Xylan

	taleft - Lyxasan®
	mo - Aspergillus niger I
	taleft - Energex®
	mo - Aspergillus niger II
	taleft - Biofeed plus®
	mo - Humicola insolens
	taleft - Roxazyme®
	mo - Trichoderma viride
	taleft - Barlican®
	mo - Trichoderma reesei I
	taleft - Biopract®
	mo - Trichoderma reesei II
	stor - Die Temperaturstabilitäten der Enzympräparate wurden im wässrigen Medium (20 mM Natriumace...
	ü3 - 5.1.2 Hydrolysemuster der verschiedenen Enzympräparate

	storb - Zur weiteren biochemischen Charakterisierung wurde Haferspelzenxylan mit 1 bzw. 100 IE En...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 14: Chromatogramm der Referenzsubstanz (30 min mit 2�M�H2SO4 bei Ra...

	stor - Abbildung 14 zeigt das Hydrolysechromatogramm der Referenzsubstanz. Es sind alle Hydrolyse...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 15: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem H...

	stor - Durch die Hydrolyse mit Lyxasan® (A. niger I) entstand die höchste Konzentration an nieder...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 16: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem H...

	stor - Die Hydrolysemuster der isolierten Xylanase aus Barlican® (T. reesei I) und Biofeed Wheat®...
	stor - Hostazym X® (k.A.) (Abb. 17) hydrolysierte zu den üblichen niedermolekularen Endprodukten ...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 17: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem H...

	stor - Novozyme 104® (k.A.) (Abb. 17) hydrolysierte zu Arabinose, Xylose und etwas Xylobiose, das...
	stor - Durch die Hydrolyse mit Lyxasan® (A. niger I) und Biofeed plus® entstanden überwiegend nie...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 18: Hydrolyseprofile von enzymatisch hydrolysiertem unbehandeltem H...

	stor - Nach den Hydrolyseuntersuchungen lassen sich drei ähnliche Gruppen von Hydrolyseproduktmus...
	ü2 - 5.2 Enzymaktivitätsbestimmung in komplexen Medien
	ü3 - 5.2.1 Agardiffusionstest


	stor - Die Enzympräparate wurden in Natriumacetatpuffer, Getreide–, Futtermittel– oder Digestaext...
	ü4 - 5.2.1.1 Xylanase–Aktivitätsbestimmung
	stor - Im folgenden wird die Enzymaktivität einiger Enzympräparate auf das Substrat Xylan und der...
	stor - Abbildung 19 zeigt die Aktivitätsbestimmung von Xylanasen in verschiedenen Futtermittelext...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 19: Einfluß von verschiedenen Futtermittelextrakten auf die Enzymak...

	stor - Enzymaktivitätsbestimmung in Digestaproben konnte mit Digesta supplementierten Standardkur...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 20: Einfluß von Ferkeldigestaüberständen auf die Enzymaktivitätsbes...

	stor - Das Haferspelzenxylan wurde, wie beschrieben ultraschallbehandelt und als Substrat im Agar...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 21: a) Agardiffusionstest mit unbehandeltem Xylan, b) Ultraschallxy...

	stor - Die Ergebnisse, die unter Verwendung des ultraschallbehandelten Xylans erzielt wurden, war...
	TabelleTitel - Tabelle 10: Steigungen der Kalibrationsgeraden, verschiedene Haferspelzenxylan- mo...

	tahead - Haferspelzenxylan
	tahead - Steigung
	taleft - unbehandelt
	taleft - ultraschallbehandelt, ethanolisch gefällt
	taleft - ultraschallbehandelt, ungefällt
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 22: Agardiffusionstest mit ethanolisch gefälltem ultraschallbehande...

	storb - Zum Vergleich wurde Arabinoxylan (Megazyme, Irland) als Substrat unter den gleichen Bedin...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 23: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem Ha...

	stor - Die Lysezonen, die unter Verwendung von Arabinoxylan als Substrat entstanden, hatten im Ag...
	stor - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 24: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 25: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	stor - Enzymaktivitätsbestimmungen von Barlican® (T. reesei I) im Futtermittel– (Abb.�24), Futter...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 26: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und durch Filtrat...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 27: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und durch Filtrat...

	storb - Das ultraschallbehandelte Haferspelzenxylan wurde durch Filtration mit Proteinfiltern fra...
	Bild Unterschrift - Abbildung 28: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und carboxymethyliertem Ha...

	stor - Haferspelzenxylan wurde carboxymethyliert und als Substrat zur Aktivitätsbestimmung von En...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 29: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und dem Zentrifugat des au...

	storb - Einfaches Autoklavieren und anschließendes Zentrifugieren von Haferspelzenxylan führte zu...
	Bild Unterschrift - Abbildung 30: Agardiffusionstest mit mehrfach autoklaviertem und durch Zentri...

	stor - Mehrfaches Autoklavieren und anschließendes Zentrifugieren führte zu 3 Phasen. Als Substra...
	stor - Mit Enzympräparat Barlican® im Weizenextrakt bei pH 6,0 (ohne Abb.) waren die Lysezonen, d...
	stor - Haferspelzenxylan wurde enzymatisch hydrolysiert und durch Filtration in Filtrat und Reten...
	storb - Die Aktivitätsbestimmung mit niedermolekularen Filtrat als Substrat ergab mit Enzympräpar...
	Bild Unterschrift - Abbildung 31: Agardiffusionstest mit enzymatisch hydrolysiertem (15 min) und ...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 32: Agardiffusionstest mit enzymatisch hydrolysiertem (15 min) und ...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 33: Agardiffusionstest mit kontinuierlich enzymatisch hydrolysierte...

	stor - Die Aktivitätsbestimmung von Enzympräparat Barlican® mit niedermolekularen Filtrat des kon...
	stor - Sauer hydrolysiertes und anschließend neutralisiertes Haferspelzenxylan war als Substrat i...
	stor - Das Haferspelzenxylan wurde im Trockenschrank bei 105˚C 24 h getrocknet (getempert), um da...
	stor - Die Aktivitätsbestimmungen von Enzympräparaten in Natriumacetatpuffer zeigten deutlich grö...
	stor - Nur mit ultraschallbehandeltem und autoklaviertem Haferspelzenxylan wurden größere Lysezon...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 34: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem un...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 35: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und unbehandeltem...

	stor - Mit dem ultraschallbehandelten Haferspelzenxylan wurden mit Enzympräparat Biofeed Wheat® (...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 36: Agardiffusionstest mit unbehandeltem, ultraschallbehandeltem un...

	storb - Kurz zusammengefaßt führten die Vergleichsuntersuchungen der verschiedenen Xylanmodifikat...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 37: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 38: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 39: Agardiffusionstest mit ultraschallbehandeltem und unbehandeltem...

	stor - Bei Enzymaktivitätsbestimmungen des Präparates Lyxasan® (A. niger I) wurden in Natriumacet...
	TabelleTitel - Tabelle 11: Geradensteigungen von Biofeed Wheat® u. Lyxasan® in verschiedenen Medi...

	taleft - Medium
	tahead - Haferspelzenxylanmodifikation
	tahead - Biofeed Wheat
	tahead - Lyxasan
	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift - unbehandelt
	taleft - 
	ta schrift - ultraschallbehandelt
	taleft - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	ta schrift - unbehandelt
	taleft - 
	ta schrift - ultraschallbehandelt
	stor - Die Vergleichsuntersuchungen mit verschiedenen Substratmodifikationen (autoklaviert, ultra...
	stor - In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Agardiffusionstests mit verschiedenen Substraten zus...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 12: Verschiedene Haferspelzenxylanmodifikationen als Substrat im Agardiffu...

	taleft - Modifikation
	tahead - Detektionsgrenze [IE/ml]
	tahead - Meßbereich* [mm2] Lysezone
	tahead - Abbildung Nr.
	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 10–50
	ta schrift 2 - 34

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 10–60
	ta schrift 2 - 34

	taleft - autoklaviert, Zentrifugat
	ta schrift 2 - 10–40
	ta schrift 2 - 34

	taleft - ultraschallbehandelt, ethanolisch gefällt
	ta schrift 2 - 80–150
	ta schrift 2 - 22

	taleft - ultraschallbehandelt, niedermolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 150–300
	ta schrift 2 - 26

	taleft - ultraschallbehandelt, hochmolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 200–350
	ta schrift 2 - 26

	taleft - carboxymethyliert
	ta schrift 2 - 55–105
	ta schrift 2 - 28

	taleft - autoklaviert, Zentrifugat
	ta schrift 2 - 150–200
	ta schrift 2 - 29

	taleft - enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Retentat
	ta schrift 2 - 50–300
	ta schrift 2 - 31

	taleft - enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 200–400
	ta schrift 2 - 31

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 20–60
	ta schrift 2 - 37

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 20–85
	ta schrift 2 - 37

	taleft - enzymatisch hydrolysiert, hochmolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 40–60
	ta schrift 2 - 32

	taleft - enzymatisch hydrolysiert, niedermolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 5–140
	ta schrift 2 - 32

	taleft - autoklaviert, Zentrifugat
	ta schrift 2 - 40–80
	ta schrift 2 - 30

	taleft - ultraschallbehandelt, niedermolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 65–80
	ta schrift 2 - 27

	taleft - ultraschallbehandelt, hochmolekulares Filtrat
	ta schrift 2 - 80–90
	ta schrift 2 - 27

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 10–60
	ta schrift 2 - 25

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 30–70
	ta schrift 2 - 25

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 15–30
	ta schrift 2 - 36

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 30–60
	ta schrift 2 - 36

	taleft - autoklaviert, Zentrifugat
	ta schrift 2 - 2–10
	ta schrift 2 - 36

	Tabellenfußnote - *der Meßbereich hängt von der verwendeten Haferspelzenxylancharge ab; es wird s...
	ü4 - 5.2.1.2 Bestimmung der b–Glucanaseaktivität
	stor - Im folgenden werden die Ergebnisse der Enzymaktivitätsbestimmung von b–Glucanasen in Futte...
	stor - Abbildung 40 zeigt steigende Enzymkonzentrationen verschiedener Enzympräparate, die loga�r...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 40: Agardiffusionstest mit unbehandeltem b–Glucan als Substrat zur ...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 41: Einfluß von Getreideextrakten auf die Bestimmung der b–Glucanas...

	stor - Um den Einfluß des Getreides auf die Enzymaktivitätsbestimmungen zu untersuchen, wurden En...
	storb - Das Gersten–b–Glucan wurde ultraschallbehandelt, wie zuvor das Haferspelzenxylan. Die Kon...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 42: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	stor - Die Lysezonen, die durch die Hydrolyse von ultraschallbehandeltem b–Glucan mit Enzympräpar...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 43: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 44: Agardiffusionstest mit unbehandeltem und ultraschallbehandeltem...

	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 13: b–Glucan, unbehandelt und ultraschallbehandelt als Substrat im Agardif...

	taleft - Modifikation
	tahead - Detektionsgrenze [IE/ml]
	tahead - Meßbereich* [mm2] Lysezone
	tahead - Abbildung Nr.
	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - 10–20
	ta schrift 2 - 42

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 0,01
	ta schrift 2 - 20–50
	ta schrift 2 - 42

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - 10–20
	ta schrift 2 - 44

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - 20–50
	ta schrift 2 - 44

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - 10–20
	ta schrift 2 - 43

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - 30–40
	ta schrift 2 - 43

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - 10–20
	ta schrift 2 - ohne

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - 30–50
	ta schrift 2 - ohne

	Tabellenfußnote - *der Meßbereich hängt von der verwendeten b–Glucancharge ab; es wird stets der ...
	ü3 - 5.2.2 Bestimmung der Enzymaktivität auf Basis der Viskositätsabnahme

	stor - Die Abnahme der Viskosität im Verdauungstrakt ist das Hauptziel der Verwendung von b–Gluca...
	stor - Die Differenz zwischen der 5 min und der 35 min Inkubation wurde gegen die Enzymkonzentrat...
	stor - Die aus der Differenzmessung von 5 und 35 min Inkubation erhaltenen Werte wurden gegen die...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 45: Bestimmung der b–Glucanaseaktivitäten von verschiedenen Enzympr...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 46: Bestimmung der b–Glucanaseaktivität von Enzympräparat Roxazyme®...

	stor - Um festzustellen, ob die Viskositätsmessung ebenfalls durch Matrixeffekte beeinflußt wird,...
	TabelleTitel - Tabelle 14: Geradensteigungen von Enzymaktivitäten der Präparate T.�viride und T.�...

	tahead - Futtermittel
	tahead - T. reesei II
	tahead - T. viride
	tahead - W (Weizen)
	ta schrift - -2.18
	ta schrift - -2.59
	tahead - B (Gerste)
	ta schrift - -3.4
	ta schrift - -1.84
	stor - Bei Verwendung von Lichenin (ein b–Glucan) als Substrat und Extrakten aus xylanreichen Fut...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 47: Enzymaktivitätsbestimmung (b–Glucanase) von Roxazyme® (Trichode...

	stor - Aus Fütterungsversuchen mit Küken, die verschiedene Getreidezulagen als Futtermittel erhie...
	stor - Für vergleichende Messungen müssen die Versuchsparameter exakt eingehalten werden, da bere...
	stor - Zur Enzymaktivitätsbestimmung mittels Viskositätsreduktion waren nur 4–5%ige ultraschallbe...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 48: Aktivitätsbestimmung von Enzympräparat Lyxasan® (A. niger I) au...

	storb - Mit 4%iger ultraschallbehandelter Haferspelzenxylanlösung konnten Xylanaseaktivitäten in ...
	Bild Unterschrift - Abbildung 49: Einfluß von Weizen– und Gerstenextrakt auf die Bestimmung von X...

	storb - Die Inkubation der Enzympräparate Roxazyme® (T. viride) und Biofeed Wheat® (A.�oryzae) in...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 50: Einfluß von verschiedenen Ferkel–Digesta–Überständen auf die Be...

	stor - Die Bestimmung von Enzymaktivität in Digestaüberständen von Ferkeln führte zu linearen Sta...
	TabelleTitel - Tabelle 15: Enzymaktivitäten gegenüber Haferspelzenxylan und b–Glucan mittels Visk...

	taleft - Versuchsmatrix
	tahead - Detektionsgrenze [IE/ml]
	tahead - Meßbereich* (Viskositätsdifferenz) [mPas]
	tahead - Abbildung Nr.
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 6
	ta schrift 2 - 48

	taleft - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - 48

	taleft - Weizen–Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - 50

	taleft - Gersten–Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - 50

	taleft - Ferkeldigesta (Weizen–Futtermittel) pH ca. 6
	ta schrift 2 - 4
	ta schrift 2 - ohne
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 1,5
	ta schrift 2 - 45

	taleft - Jejunum– u. Duoderumdigesta (Weizen– u. Gersten–Futtermittel) pH ca. 6
	ta schrift 2 - 2–4
	ta schrift 2 - 47

	taleft - Futtermittel W, B, T, R–Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 2–4
	ta schrift 2 - 46

	Tabellenfußnote - * es wird stets der lineare Meßbereich (Viskosität–log [IE/ml]) angeben,1Start–...
	ta schrift 2 - 

	stor - Tabelle 15 zeigt die Meßbereiche und Detektionsgrenzen, die mit ultraschallbehandeltem Haf...
	stor - Autoklaviertes Hafer�spelzenxylan war ebenfalls zur Enzymaktivitätsbestimmung von Präparat...
	ü3 - 5.2.3 Enzymaktivitätsbestimmung mit chromogenen Substraten

	stor - Chromogene Substrate bestehen aus einer enzymatisch hydrolysierbaren Komponente und einem ...
	stor - Im folgenden werden die Enzymaktivitätsbestimmungen durch Substrate mit Reaktivfarbstoffen...
	stor - Standardkurven von H. insolens Enzympräparat in Natriumacetatpuffer und in verschiedenen F...
	TabelleTitel - Tabelle 16: Steigungen der Standardkurven einiger Enzympräparate, bestimmt mit Glu...

	tahead - Enzympräparat
	tahead - Steigung
	taleft - Humicola insolens
	taleft - Trichoderma reesei II
	taleft - Trichoderma viride
	taleft - Aspergillus niger I
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 51: Standardkurven verschiedener Enzympräparate in 20 mM Natriumace...

	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 52: Einfluß von verschiedenen Futtermittelextrakten auf die Enzymak...

	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 17: Steigung von Standardkurven der Aktivität auf Xylan von Enzympräparat ...

	taleft - Versuchsmatrix
	taleft - Natriumacetatpuffer
	taleft - Futtermittel W
	taleft - Futtermittel G
	taleft - Futtermittel R
	taleft - Futtermittel T
	storb - In Tabelle 17 sind die Steigungen der Standardkurven der Aktivitäten auf Xylan von Enzymp...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 53: Einfluß von Ferkeldigesta–Überständen auf die Xylanasebestimmun...

	stor - Die Aktivitätsbestimmung von Enzympräparat Biopract® (T. reesei II) in Digesta–Proben (Abb...
	TabelleTitel - Tabelle 18: Extinktion nach der enzymatische Hydrolyse von verschiedenen Xylanderi...

	taleft - Substrat
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	taleft - autoklaviert
	taleft - ultraschallbehandelt
	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 o. Futtermitt...
	stor - In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von verschiedenen Xylanmodif...
	TabelleTitel - Tabelle 19: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Reaktivrot aus verschied...

	taleft - Substrat
	tahead - 0.5 mg/ml
	tahead - 20 mg/ml
	taleft - Enzymaktivität [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	taleft - autoklaviert
	taleft - ultraschall�behandelt
	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
	stor - Tabelle 19 zeigt, daß eine Erhöhung der chromogenen Substratkonzentration und eine Verläng...
	TabelleTitel - Tabelle 20: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse von Xylanderivaten mit Remazol...

	taleft - Substrat
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,015
	ta schrift 2 - 0,069
	ta schrift 2 - 0,1860
	ta schrift 2 - 0,0130
	ta schrift 2 - 0,0260
	ta schrift 2 - 0,0775

	taleft - autoklaviert
	ta schrift 2 - 0,088
	ta schrift 2 - 0,162
	ta schrift 2 - 0,3125
	ta schrift 2 - -0,0860
	ta schrift 2 - -0,1111
	ta schrift 2 - -0,1290

	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift 2 - 0,249
	ta schrift 2 - 0,325
	ta schrift 2 - 0,4230
	ta schrift 2 - 0,0100
	ta schrift 2 - 0,0075
	ta schrift 2 - 0,0460

	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A–Ext...
	stor - In Tabelle 20 werden die Extinktionen der enzymatischen Freisetzung von Hydrolyseprodukten...
	TabelleTitel - Tabelle 21: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse von Xylanderivaten mit Remazol...

	taleft - Substrat
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	ta schrift 2 - 0,1
	ta schrift 2 - 0,2
	ta schrift 2 - 0,5
	ta schrift 2 - 0,1
	ta schrift 2 - 0,2
	ta schrift 2 - 0,5

	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,044
	ta schrift 2 - 0,123
	ta schrift 2 - 0,091
	ta schrift 2 - n.a.
	ta schrift 2 - n.a.
	ta schrift 2 - n.a.

	taleft - autoklaviert
	ta schrift 2 - 0,022
	ta schrift 2 - 0,044
	ta schrift 2 - 0,188
	ta schrift 2 - -0,086
	ta schrift 2 - -0,165
	ta schrift 2 - -0,042

	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift 2 - 0,169
	ta schrift 2 - 0,26
	ta schrift 2 - 0,192
	ta schrift 2 - -0,071
	ta schrift 2 - -0,079
	ta schrift 2 - –

	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. Futterm...
	stor - Eine Erhöhung der Substratkonzentration von 0,5 mg auf 6 mg und die Verlängerung der Inkub...
	TabelleTitel - Tabelle 22: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mi...

	taleft - Substrat
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,420
	ta schrift - 0,476
	ta schrift - 0,497
	ta schrift - -0,082
	ta schrift - -0,111
	ta schrift - -0,129
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,127
	ta schrift - 0,228
	ta schrift - 0,742
	ta schrift - -0,158
	ta schrift - -0,102
	ta schrift - -0,129
	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift - 0,138
	ta schrift - 0,265
	ta schrift - 0,138
	ta schrift - -0,066
	ta schrift - -0,068
	ta schrift - -0,054
	taleft - carboxymethyliert
	ta schrift - 0,500
	ta schrift - 0,799
	ta schrift - 1,499
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - n.a.
	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A–Ext...
	stor - Die Verwendung einer Substratkonzentration von 20 mg/ml zur Enzymaktivitätsbestimmung in N...
	stor - Die enzymatische Hydrolyse mit 20 mg/ml chromogenen Substrat wurde bei 30˚C und 40˚C mit e...
	stor - Die Abbildung 54 dokumentiert die enzymatische Freisetzung von Hydrolyseprodukten mit Reak...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 54: Chromogene Substrate, 6 mg/ml u. 20 mg/ml unbehandeltes, autokl...

	storb - Die Inkubation der Substrate mit Enzympräparat Lyxasan® im Futtermittel A–Extrakt führten...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 55: Chromogene Substrate, unbehandeltes und ultraschallbehandeltes ...
	TabelleTitel - Tabelle 23: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xyland...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,021
	ta schrift - 0,044
	ta schrift - 0,620
	ta schrift - 0,018
	ta schrift - 0,019
	ta schrift - 0,099
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,016
	ta schrift - 0,270
	ta schrift - 0,370
	ta schrift - 0,011
	ta schrift - 0,019
	ta schrift - 0,083
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,086
	ta schrift - 0,103
	ta schrift - 0,142
	ta schrift - 0,004
	ta schrift - 0,017
	ta schrift - 0,027
	TabelleTitel - Tabelle 24: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xyland...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,001
	ta schrift - 0,009
	ta schrift - 0,033
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,005
	ta schrift - 0,011
	ta schrift - 0,027
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,008
	ta schrift - 0,012
	ta schrift - 0,030
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 25: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xyland...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,2
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,2
	ta schrift - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,061
	ta schrift - 0,116
	ta schrift - 0,219
	ta schrift - -0,061
	ta schrift - -0,209
	ta schrift - -0,797
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,146
	ta schrift - 0,169
	ta schrift - 0,463
	ta schrift - -0,071
	ta schrift - -0,118
	ta schrift - -1,457
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,135
	ta schrift - 0,781
	ta schrift - 1,877
	ta schrift - -0,106
	ta schrift - -0,145
	ta schrift - -0,138
	stor - Der Farbstoff Reaktivorange (Tab. 23–25) eignete sich für die Detektion von Enzympräparat ...
	stor - In Futtermittel A–Extrakt (Tab. 23) wurden nach 30 min Inkubation von 0,5 mg/ml Substrat m...
	stor - Chromogene Substrate mit Reaktivgelb waren für die Bestimmung von Enzymaktivität in Natriu...
	stor - Im Futtermittel A–Extrakt wurde zwischen der Enzymkonzentration und Extinktion mit unbehan...
	stor - 
	TabelleTitel - Tabelle 26: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mi...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,052
	ta schrift 2 - 0,079
	ta schrift 2 - 0,144
	ta schrift 2 - -0,078
	ta schrift 2 - -0,122
	ta schrift 2 - -0,144

	taleft - autoklaviert
	ta schrift 2 - 0,012
	ta schrift 2 - 0,003
	ta schrift 2 - 0,027
	ta schrift 2 - 0,031
	ta schrift 2 - 0,054
	ta schrift 2 - 0,032

	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift 2 - 0,024
	ta schrift 2 - 0,051
	ta schrift 2 - 0,353
	ta schrift 2 - 0,012
	ta schrift 2 - 0,073
	ta schrift 2 - 0,099

	stor - Nach 3 h Inkubation von 6 mg/ml Substrat wurden die höchsten Extinktionen mit dem ultrasch...
	TabelleTitel - Tabelle 27: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mi...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,046
	ta schrift - 0,064
	ta schrift - 0,165
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,052
	ta schrift - 0,064
	ta schrift - 0,335
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,115
	ta schrift - 0,217
	ta schrift - 0,345
	stor - Die höchsten Extinktionen wurden durch Hydrolyse von 20 mg/ml ultraschallbehandelten und u...
	TabelleTitel - Tabelle 28: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Haferspelzenxyla...

	tahead - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,2
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,172
	ta schrift - 0,502
	ta schrift - 0,803
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,150
	ta schrift - 0,325
	ta schrift - 0,464
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,450
	ta schrift - 0,570
	ta schrift - 0,670
	stor - 
	TabelleTitel - Tabelle 29: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Xylanderivate mi...

	tahead - Substrat Haferspelzenxylan
	tahead - Enzympräparat Lyxasan® in Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzymkonzentration [IE]
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,2
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,045
	ta schrift - 0,084
	ta schrift - 0,126
	ta schrift - 0,171
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,887
	ta schrift - 0,718
	ta schrift - 0,449
	ta schrift - 0,059
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 0,013
	ta schrift - 0,030
	ta schrift - 0,084
	ta schrift - 0,142
	taleft - monocarboxymethyliert
	ta schrift - 0,033
	ta schrift - 0,054
	ta schrift - 0,075
	ta schrift - 0,113
	taleft - dicarboxymethyliert
	ta schrift - 0,006
	ta schrift - 0,056
	ta schrift - 0,110
	ta schrift - 0,060
	taleft - maximal carboxymethyliert
	ta schrift - 0,032
	ta schrift - 0,050
	ta schrift - 0,120
	ta schrift - 0,042
	taleft - ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert
	ta schrift - 0,020
	ta schrift - 0,100
	ta schrift - 0,110
	ta schrift - 0,700
	stor - Die enzymatische Freisetzung von Hydrolyseprodukten mit Azurin A durch Enzympräparat Lyxas...
	stor - Hydrolysen mit Lyxasan® in Futtermittel A–Extrakt führten gegenüber dem Blindwert zu negat...
	TabelleTitel - Tabelle 30: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse verschieden behandelter Xyland...

	tahead - Substrat
	tahead - Enzympräparat Lyxasan® in Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzymkonzentration [IE]
	taheads - 0.1
	taheads - 0.2
	taheads - 0.5
	taheads - 1

	taleft - unbehandelt
	ta schrift - -0,043
	ta schrift - -0,069
	ta schrift - -0,118
	ta schrift - -0,083
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - -0,075
	ta schrift - -0,158
	ta schrift - -0,362
	ta schrift - -0,241
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - -0,029
	ta schrift - -0,061
	ta schrift - -0,071
	ta schrift - -0,006
	taleft - monocarboxymethyliert
	ta schrift - -0,017
	ta schrift - -0,040
	ta schrift - -0,062
	ta schrift - -0,030
	taleft - dicarboxymethyliert
	ta schrift - -0,003
	ta schrift - -0,071
	ta schrift - -0,115
	ta schrift - -0,055
	taleft - maximal carboxymethyliert
	ta schrift - -0,028
	ta schrift - -0,047
	ta schrift - -0,156
	ta schrift - -0,048
	taleft - ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert
	ta schrift - -0,036
	ta schrift - -0,125
	ta schrift - -0,178
	ta schrift - -0,607
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 56: Chromogene Substrate, unbehandeltes, autoklaviertes, monocarbox...

	stor - Die hydrolytische Freisetzung von Azurin B durch Enzympräparat Lyxasan® in Natriumacetatpu...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 57: Chromogene Substrate, unbehandeltes, autoklaviertes, carboxymet...

	stor - In Futtermittel A–Extrakt wurde nur mit dem carboxymethyliertem Haferspelzenxylan als hydr...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 58: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes Haferspelzenxylan mit...

	stor - Mit Reaktivviolett als chromogener und Carboxymethylxylan als hydrolysierbare Substratkomp...
	TabelleTitel - Tabelle 31: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	taleft - mono�carboxymethyliert
	ta schrift - 0,038
	ta schrift - 0,058
	ta schrift - 0,084
	ta schrift - -0,011
	ta schrift - -0,01
	ta schrift - -0,006
	stor - Mit Reaktivschwarz gekoppelten monocarboxymethyliertem Haferspelzenxylan wurden durch Hydr...
	TabelleTitel - Tabelle 32: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	taleft - mono�carboxymethyliert
	ta schrift - 0,17
	ta schrift - 0,221
	ta schrift - 0,282
	ta schrift - -0,041
	ta schrift - -0,147
	ta schrift - -0,112
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 33: Extinktion nach enzymatischer Hydrolyse monocarboxymethylierten Xylans...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	taleft - Enzym�konzentration [IE]
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	ta schrift - 0,1
	ta schrift - 0,5
	ta schrift - 1
	taleft - mono�carboxymethyliert
	ta schrift - 0,23
	ta schrift - 0,241
	ta schrift - 0,357
	ta schrift - -0,065
	ta schrift - -0,044
	ta schrift - -0,02
	stor - Die Tabellen 32 und 33 zeigen die Absorptionen, die durch enzymatischen Freisetzung von Hy...
	storb - Im folgenden werden die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse von den chromogenen Substr...
	Bild Unterschrift - Abbildung 59: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes unbehandeltes und ult...

	storb - Die Extinktionen, die aus enzymatischer Hydrolyse des Rutheniumrot–Carboymethylxylankompl...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 60: Chromogene Substrate, carboxymethyliertes ultraschallbehandelte...

	stor - Die Hydrolyse von chromogenen Substraten aus ionischen Farbstoffen und hydrolysierbaren Su...
	stor - Die Kopplungsreaktion von Kongorot mit autoklaviertem Haferspelzenxylan führte zu zwei Pro...
	stor - Tabelle 34 zeigt die Extinktionen der enzymatischen Hydrolyse von verschiedenen Haferspelz...
	stor - Im Futtermittel A–, Weizen– und Gerste–Extrakt war die Absorptionsdifferenz vom enzymatisc...
	TabelleTitel - Tabelle 34: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Kongorot, verschiedene H...

	taleft - Substrat
	tahead - Wellenlänge [nm]
	tahead - Natrium- acetatpuffer
	tahead - Futtermittel A–Extrakt
	tahead - Weizen– Extrakt
	tahead - Gersten– Extrakt
	taleft - utraschallbehandelt u. carboxymethyliert
	ta schrift - 498
	ta schrift - 0,831
	ta schrift - 0,168
	ta schrift - 0,017
	ta schrift - 0,194
	taleft - autoklaviert I (fällt ohne Isopropanol aus)
	ta schrift - 500
	ta schrift - 0,976
	ta schrift - –
	ta schrift - –
	ta schrift - –
	taleft - autoklaviert II
	ta schrift - 508
	ta schrift - 0,496
	ta schrift - –
	ta schrift - –
	ta schrift - –
	taleft - ultraschall�behandelt
	ta schrift - 498
	ta schrift - 0,942
	ta schrift - 0,345
	ta schrift - 0,308
	ta schrift - 0,085
	Tabellenfußnote - Blindwert: 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0, Inkubationszeit 30 min
	stor - Chromogene Substrate aus Brilliant Yellow und unbehandeltem, autoklaviertem, ultraschallbe...
	stor - Tabelle 35 zeigt die Absorptionen von enzymatisch freigesetztem Brilliant Yellow gegen ein...
	TabelleTitel - Tabelle 35: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Brilliant Yellow, versch...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzymkonzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift 2 - 0,530
	ta schrift 2 - 0,760
	ta schrift 2 - 0,770
	ta schrift 2 - 1,570

	taleft - autoklaviert
	ta schrift 2 - 0,063
	ta schrift 2 - 0,093
	ta schrift 2 - 0,016
	ta schrift 2 - 0,086

	taleft - ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert
	ta schrift 2 - 0,128
	ta schrift 2 - 0,162
	ta schrift 2 - 0,707
	ta schrift 2 - 0,750

	taleft - ultraschallbehandelt 1:30
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 0,110
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 0,081

	taleft - ultraschallbehandelt 1:100
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 0,093
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A–Ext...
	stor - Mit Trypanblau wurde dicarboxymethyliertes, ultraschallbehandeltes und unbehandeltes Hafer...
	TabelleTitel - Tabelle 36: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Trypanblau, verschiedene...

	tahead - Substrat
	tahead - Wellenlänge [nm]
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzymkonzentration [IE]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	taleft - dicarboxymethyliert
	ta schrift - 315
	ta schrift - 0,682
	ta schrift - 0,709
	ta schrift - 0,702
	ta schrift - 0881
	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift - 315
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 315
	ta schrift - 0,268
	ta schrift - 0,327
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	taleft - dicarboxymethyliert
	ta schrift - 600
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	ta schrift - n. a.
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 600
	ta schrift - 0,235
	ta schrift - 0,523
	ta schrift - 0,03
	ta schrift - 0,036
	taleft - ultraschall behandelt
	ta schrift - 600
	ta schrift - 0,323
	ta schrift - 0,365
	ta schrift - 0,248
	ta schrift - 0,003
	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel A–Ext...
	stor - In Tabelle 36 werden die Extinktionen von enzymatisch aus verschiedenen Substraten freiges...
	stor - Die Hydrolyse des chromogenen Substrats aus von unbehandeltem Haferspelzenxylan mit Trypan...
	stor - Calcufluor wurde mit unbehandeltem, autoklavierten, ultraschallbehandeltem, ultraschallbeh...
	TabelleTitel - Tabelle 37: Extinktion nach enzymatischer Freisetzung von Calcufluor, verschiedene...

	taleft - Substrat
	tahead - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	tahead - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	taleft - Enzymkonzentration [IE/ml]
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	taleft - unbehandelt
	ta schrift - 0,412
	ta schrift - 0,438
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - 0,136
	taleft - autoklaviert
	ta schrift - 0,084
	ta schrift - 0,127
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - 0,119
	taleft - ultraschallbehandelt
	ta schrift - 0,030
	ta schrift - 0,117
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - 0,090
	taleft - ultraschallbehandelt u. carboxymethyliert
	ta schrift - 0,006
	ta schrift - 0,252
	ta schrift - 0,064
	ta schrift - 0,239
	taleft - dicarboxymethyliert
	ta schrift - 0,432
	ta schrift - 0,601
	ta schrift - n.a.
	ta schrift - 0
	Tabellenfußnote - Blindwert: chromogenes Substrat und 20 mM Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittel...
	stor - Die Hydrolyse des ultraschallbehandelten und carboxymethylierten Haferspelzenxylans mit Ca...
	ü4 - 5.2.3.1 Vergleich der chromogenen Substrate
	stor - Mit allen Produkten aus modifizierten Haferspelzenxylanen und Reaktivfarbstoffen ließen si...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 38: Meßbereiche und Detektionsgrenzen von Enzymaktivitäten auf Xylan und b...

	taleft - Versuchsmatrix
	tahead - Detektionsgrenze [IE/ml]
	tahead - Meßbereich* (Extinktion)
	tahead - Abbildung Nr.
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 51
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 52

	taleft - Futtermittel Extrakt (B, W, T, R, G) pH 6,0
	ta schrift 2 - 52

	taleft - Digesta (Magen pH 4–5, Dünndarmabschnitt 3, pH ca. 6)
	ta schrift 2 - 53

	taleft - Digesta (Dünndarmabschnitt 1–2) pH ca. 6
	ta schrift 2 - 53

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 54
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 56

	taleft - Futtermittel A–Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 57
	ta schrift 2 - 

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 59

	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 59

	Tabellenfußnote - * es wird stets der lineare Meßbereich (Extinktion–Enzymkonzentration) angeben
	ta schrift 2 - 
	ü2 - 5.3 Farbreaktion — Methodenentwicklung und Anwendung


	stor - Die Bestimmung der Extinktion von der Reaktion des Reaktivfarbstoffs RBB mit hydrolysierte...
	stor - Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen ausprobiert. Dazu wurde enzymatisch hydrolysie...
	TabelleTitel - Tabelle 39: Extinktionen verschiedener Farbstoffe nach der Reaktion mit hydrolysie...

	taleft - Farbstoff
	tahead - Wellenlänge [nm]
	tahead - unhydrolysiert
	tahead - hydrolysiert
	tahead - Differenz
	taleft - Reaktivgrün 19
	ta schrift - 650
	ta schrift 2 - -1,00
	ta schrift 2 - -2,99
	ta schrift 2 - -1,99

	taleft - Calcufluor
	ta schrift - 380
	ta schrift 2 - -0,57
	ta schrift 2 - 0,42
	ta schrift 2 - 0,99

	taleft - Azurin B
	ta schrift - 600
	ta schrift 2 - -0,54
	ta schrift 2 - -1,45
	ta schrift 2 - 0,91

	taleft - Azurin A
	ta schrift - 600
	ta schrift 2 - -1,00
	ta schrift 2 - -1,80
	ta schrift 2 - 0,80

	taleft - Reaktivorange
	ta schrift - 450
	ta schrift 2 - -0.95
	ta schrift 2 - -0,14
	ta schrift 2 - 0,60
	TabelleTitel - Tabelle 40: Extinktion verschiedener Reaktivgrünkonzentrationen nach dem Umsatz mi...


	tahead - Farbstoffkonzentration [%]
	tahead - Absorption [650 nm]
	taleft - 0.5
	taleft - 1
	taleft - 2
	taleft - 3
	stor - Wie aus Tabelle 39 ersichtlich ist Reaktivgrün am besten geeignet, da es die größte Absorp...
	TabelleTitel - Tabelle 41: Absorption [650 nm] nach Langzeitinkubation mit 5 IE/ml bei RT und Ums...

	taleft - Inkubationszeit
	tahead - 100 h
	tahead - 160 h
	tahead - Enzym
	tahead - Anzahl Xylanasen
	tahead - Absorption
	taleft - Biofeed plus®
	ta schrift 2 - -0,567
	ta schrift 2 - -0,70

	taleft - Biofeed Wheat®
	ta schrift 2 - -0,442
	ta schrift 2 - -0,70

	taleft - Biopract®
	ta schrift 2 - -0,575
	ta schrift 2 - -0,75

	taleft - Roxazyme®
	ta schrift 2 - -0,382
	ta schrift 2 - -0,74

	taleft - Avizyme®
	ta schrift 2 - -0,469
	ta schrift 2 - -0,72

	taleft - Energex®
	ta schrift 2 - -0,598
	ta schrift 2 - -0,75

	taleft - Hostazym X®
	ta schrift 2 - -0,468
	ta schrift 2 - -0,73

	stor - Ein Langzeitversuch (Tab. 41 und 42) zeigte allerdings, daß Enzympräparate mit anderer Xyl...
	TabelleTitel - Tabelle 42: Abhängigkeit der Farbreaktion von der Inkubationsdauer

	tahead - Inkubationszeit [h]
	tahead - Absorption [650 nm]
	ta schrift 2 - -0.242
	ta schrift 2 - -0.567
	ta schrift 2 - -2.400
	ta schrift 2 - -2.400

	Tabellenfußnote - 1% Reaktivgrün Absorption [650 nm], Enzympräparat Lyxasan® (A. niger I)
	stor - In Tabelle 43 sind die Extinktionen aufgeführt, die aus Messung des Blindwertes gegen Reak...
	TabelleTitel - Tabelle 43: 120–160 h Inkubation, 5 IE/ml, Ultraschallxylan und Umsatz mit Reaktiv...

	tahead - Enzympräparat
	tahead - Reaktivorange [450 nm]
	tahead - Reaktivgrün [650 nm]
	tahead - Farbstoff�konzentration in %
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 1
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 1
	taleft - Biofeed plus®
	ta schrift 2 - 0,05
	ta schrift 2 - -0,40
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - -0,70
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,4

	taleft - Biofeed Wheat®
	ta schrift 2 - 0,03
	ta schrift 2 - -0,35
	ta schrift 2 - -0,03
	ta schrift 2 - -0,70
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,4

	taleft - Biopract®
	ta schrift 2 - 0,05
	ta schrift 2 - -0,35
	ta schrift 2 - -0,04
	ta schrift 2 - -0,75
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,9

	taleft - Roxazyme®
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - -0,36
	ta schrift 2 - -0,06
	ta schrift 2 - -0,74
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,9

	taleft - Avizyme®
	ta schrift 2 - 0,04
	ta schrift 2 - -0,35
	ta schrift 2 - -0,02
	ta schrift 2 - -0,72
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,9

	taleft - Energex®
	ta schrift 2 - 0,06
	ta schrift 2 - -0,35
	ta schrift 2 - -0,05
	ta schrift 2 - -0,75
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,9

	taleft - Hostazym X®
	ta schrift 2 - 0,05
	ta schrift 2 - -0,40
	ta schrift 2 - -0,07
	ta schrift 2 - -0,73
	ta schrift 2 - -2,9
	ta schrift 2 - -2,9

	stor - Hydrolyseversuche (120–160 h) mit Azurin A, B und Reaktivorange in verschiedenen Konzentra...
	TabelleTitel - Tabelle 44: 120–160 h Inkubation, 5 IE/ml, Ultraschallxylan und Umsatz mit Reaktiv...

	tahead - Enzympräparat
	tahead - Azurin A [600 nm]
	tahead - Azurin B [600 nm]
	tahead - Farbstoff�konzentration in %
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 1
	tahead - 0,1
	tahead - 0,5
	tahead - 1
	taleft - Biofeed plus®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - 0,01
	ta schrift 2 - 0,07
	ta schrift 2 - -0,548
	ta schrift 2 - -0,11
	ta schrift 2 - 0,23

	taleft - Biofeed Wheat®
	ta schrift 2 - -1,7
	ta schrift 2 - -0,07
	ta schrift 2 - -0,023
	ta schrift 2 - -0,510
	ta schrift 2 - -0,12
	ta schrift 2 - 1,00

	taleft - Biopract®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - 0,01
	ta schrift 2 - 0,172
	ta schrift 2 - -0,478
	ta schrift 2 - -0,08
	ta schrift 2 - 0,50

	taleft - Roxazyme®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - -0,10
	ta schrift 2 - -0,12
	ta schrift 2 - -0,500
	ta schrift 2 - -0,12
	ta schrift 2 - 0,40

	taleft - Avizyme®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - -0,03
	ta schrift 2 - -0,128
	ta schrift 2 - -0,490
	ta schrift 2 - -0,10
	ta schrift 2 - 1,00

	taleft - Energex®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - -0,01
	ta schrift 2 - 0,18
	ta schrift 2 - -0,510
	ta schrift 2 - -0,01
	ta schrift 2 - 1,20

	taleft - Hostazym X®
	ta schrift 2 - -1,6
	ta schrift 2 - -0,06
	ta schrift 2 - 0,12
	ta schrift 2 - -0,500
	ta schrift 2 - -0,19
	ta schrift 2 - 0,80

	zwü - Die „Farbreaktionsmethode“ zur Enzymbestimmung wurde also wie folgt durchgeführt:
	storb - Ultraschallxylanlösung wird mit der Enzymprobe 30–60 min bei 40˚C inkubiert, mit 0,5%iger...
	stor - Diese Methode wurde zur Aktivitätsbestimmung von Enzympräparaten in Natriumacetatpuffer (A...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 61: Farbreaktion mit Reaktivgrün, Enzympräparate Biofeed Wheat® und...

	stor - Die negativen Extinktionen, die durch enzymatische Hydrolyse von Ultraschallxylan durch di...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 62: Farbreaktion, Hostazym X® in Futtermittel G, verschiedene Reakt...

	stor - Die Steigung der Geraden, die durch Reaktion mit 0,1%iger Reaktivgrünlösung aufgenommen wu...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 63: Farbreaktion, Enzympräparat Lyxasan® (A. niger I) in Futtermitt...

	stor - Mit Enzympräparat Lyxasan® in Futtermittel G wurde über den geprüften Konzentrationsbereic...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 45: Meßbereiche und Detektionsgrenzen der Enzymaktivitätsbestimmung (gegen...

	taleft - Versuchsmatrix
	tahead - Detektionsgrenze [IE/ml]
	tahead - Meßbereich* (Extinktion)
	tahead - Abbildung Nr.
	taleft - Natriumacetatpuffer pH 6,0
	ta schrift 2 - 0,005
	ta schrift 2 - 1,6
	ta schrift 2 - 61

	taleft - Futtermittel–G Extrakt pH 6,0
	ta schrift 2 - 0,050
	ta schrift 2 - 0,4
	ta schrift 2 - 63

	stor - In Tabelle 45 sind die Dektionsgrenzen und Meßbereiche der „Farbreaktion“ aufgeführt. Sie ...
	stor - Der Versuch, mittels der Farbreaktionsmethode eine unbekannte Enzymkonzentration von Lyxas...
	ü2 - 5.4 Substratmodifikation
	ü3 - 5.4.1 Physikalische Substratmodifikation


	stor - Von dem durch Oberflächenvergrößerung mit Ethanol suspendierten und anschließend gelösten ...
	stor - Durch die Ultraschallbehandlung ließen sich 99% des Xylans in Lösung bringen. Die Lösungen...
	stor - Es wurde versucht, ultraschallbehandeltes, enzymatisch hydrolysiertes und autoklaviertes H...
	ü3 - 5.4.2 Chemische Modifikation

	ü4 - 5.4.2.1 Saure bzw. basische Behandlung
	stor - Die alkalischen Lösungen lösten zwar das Xylan, sobald jedoch die Lösungen auf einen für e...
	ü4 - 5.4.2.2 Acetylierung
	stor - Die Ausbeute an acetyliertem Haferspelzenxylan bei der Verwendung von Essigsäureanhydrid w...
	stor - Bei Verwendung von Acetylchlorid als Acetylierungsmittel war die Ausbeute bei 60˚ C sehr g...
	ü3 - 5.4.3 Enzymatische Modifikation

	stor - Wurde das Haferspelzenxylan vor der enzymatischen Hydrolyse autoklaviert, so befand sich n...
	ü2 - 5.5 Substratcharakterisierung

	stor - Mit dem Dinitrosalicylsäurereagenz wurde geprüft (DNSS–Test) ob es zwischen dem ultraschal...
	storb - Eine Unterscheidung der verschiedenen Behandlungsvarianten (autoklaviert, ultraschallbeha...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 64: Hydrolysemuster sauer hydrolysierter Haferspelzenxylanderivate

	stor - Es konnten zwischen den verschiedenen Substratmodifikationen Unterschiede festgestellt wer...
	stor - Unbehandeltes Haferspelzenxylan, autoklaviertes Xylan (Gesamtfraktion) und Ultraschallxyla...
	stor - Die mit Ethanol ausgefällten physikalisch modifizierten Xylane zeigten bei der Bestimmung ...
	stor - Freies Wasser: unbehandelt < autoklaviert < UX Chemisch gebundenes Wasser: unbehandelt > a...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 46: Eingelagertes Wasser in durch Isopropanol gefällten Xylanderivaten

	taleft - Behandlung
	tahead - Intensität des freien Wasser im Verhältnis zum chemisch gebundenem Wasser [%]
	taleft - unbehandelt
	taleft - autoklaviert
	taleft - ultraschall
	stor - Mit autoklaviertem bzw. unbehandeltem Haferspelzenxylan ließen sich Lösungen von bis zu 4%...
	stor - Um die Molmasse des Ultraschallxylans und des unbehandelten Haferspelzenxylans mittels GPC...
	stor - Titrationskurven von ultraschallbehandeltem, autoklaviertem, unbehandeltem und carboxymeth...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 65: Viskositäts- und Konzentrationänderung von in Natriumacetatpuff...

	stor - In Tabelle 47 sind die Absorptionsmaximae der chromogene Substrate in 20 mM Natriumacetatp...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 47: Absorptionsmaximae der chromogenen Substrate

	tahead - chromogene Komponente
	tahead - hydrolysierbare Komponente
	taheads - Absorptionsmaximae [nm]

	tahead - 
	tahead - 
	tahead - Natriumacetat- puffer pH 6,0
	tahead - Futtermittelextrakt (A u. G) pH 6,0
	taheads - Ionische Farbstoffe

	taleft - Brilliant Yellow
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 350–480
	ta schrift - 380–400
	taleft - Calcufluor
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 320–380
	ta schrift - 320–380
	taleft - Kongorot
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 498–510
	ta schrift - 498–510
	taleft - Trypan Blue
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 315 + 600
	ta schrift - 315 + 600
	taheads - Kovalentgebundene Farbstoffe

	taleft - Azurin A
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 590–650�+ 310–315
	ta schrift - 590–650
	taleft - Azurin B
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 590–610�+ 300–315
	ta schrift - 590–610
	taleft - Basilin Blue E–3G
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 590–740�+ 300–315
	ta schrift - 590–700
	taleft - Cibacron Blue 3 GA
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 590–740�+ 300–315
	ta schrift - 590–700
	taleft - Reaktivgelb
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 380–450
	ta schrift - 380–450
	taleft - Reaktivgrün
	ta schrift - alle1
	ta schrift - 550–720
	ta schrift - 550–750
	taleft - Reaktivgrün
	ta schrift - ultraschallbehandelt
	ta schrift - 400–460�+ 530–720
	ta schrift - 400–460�+ 530–720
	taleft - Reaktivorange
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 320–460
	ta schrift - 320–500
	taleft - Reaktivrot
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 480–560
	ta schrift - 450–580
	taleft - Reaktivschwarz
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 500–620
	ta schrift - 550–600 (sehr schwach)
	taleft - Remazol Brilliant Blue
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 550–650
	ta schrift - 550–650
	taleft - Remazol Brilliant Violet 5R
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 500–580
	ta schrift - 490–610
	taheads - Kationischer Farbstoff

	taleft - Rutheniumrot
	ta schrift - alle*
	ta schrift - 500–550
	ta schrift - 500–550
	taheads - Futtermittelextrakt

	taleft - Futtermittel–Extrakt (A u. G)
	ta schrift - –
	ta schrift - 280–380
	ta schrift - –
	Tabellenfußnote - *alle = carboxymethyliert (mono–, di–), unbehandelt, autoklaviert, ultraschallb...
	ü2 - 5.6 Einfluß des Futtermittels auf die Enzymaktivitätsbestimmung

	stor - Das Absorptionsspektrum von Futtermittel A– und G–Extrakt in 20 mM Natriumacetatpuffer bei...
	stor - Futtermittel A wurde als Substrat im Agardiffusionstest mit Lyxasan® auf die gleiche Weise...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 66: Agardiffusionstest mit Futtermittel A–Extrakt als Substrat, Enz...

	stor - Um zu klären, ob freier Reaktivfarbstoff bzw. kleine Hydrolyseprodukte mit gekoppeltem Rea...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 67: Chromogenes Substrat aus Haferspelzenxylan (unbehandelt und aut...

	stor - Der Effekt, daß RBB mit unhydrolysiertem Futtermittel reagierte, konnte durch einen Versuc...
	stor - Bei hoher Enzymkonzentration wurde viel von dem enzymatisch hydrolysierbaren Teil des Futt...
	storb - 
	Bild Unterschrift - Abbildung 68: Futtermittel A–Extrakt als Substrat, Enzympräparat Lyxasan® (A....
	ü2 - 5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse
	TabelleTitel - Tabelle 48: Detektionsgrenzen und Meßbereiche der in verschiedenen Medien angewend...


	taleft - Verfahren
	tahead - Detektionsgrenze
	tahead - Meßbereich
	taleft - Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem b–Glucan
	ta schrift 2 - 0,01
	ta schrift 2 - 20–50
	ta schrift 2 - [mm2] Lysezone

	taleft - Viskositätsdifferenz mit b–Glucan
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - 1,5
	ta schrift 2 - [mPas]

	taleft - Glucazymetabletten
	ta schrift 2 - 0,05
	ta schrift 2 - 2
	ta schrift 2 - Extinktion

	taleft - Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem b–Glucan
	ta schrift 2 - 0,02
	ta schrift 2 - 20–50
	ta schrift 2 - [mm2] Lysezone

	taleft - Viskositätsdifferenz mit Lichenin (b–Glucan)
	ta schrift 2 - 0,05
	ta schrift 2 - 2,3–4
	ta schrift 2 - [mPas]

	taleft - Viskositätsdifferenz mit Lichenin (b–Glucan)
	ta schrift 2 - 0,10
	ta schrift 2 - 2–4
	ta schrift 2 - [mPas]

	stor - In den Tabellen 48 und 49 sind die Detektionsgrenzen und Meßbereiche der in dieser Arbeit ...
	stor - 
	TabelleTitel - Tabelle 49: Detektionsgrenzen und Meßbereiche der in verschiedenen Medien angewend...

	taleft - Verfahren
	tahead - Detektionsgrenze
	tahead - Meßbereich
	tahead - 
	taleft - Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan
	ta schrift 2 - 0,005
	ta schrift 2 - 10–60
	ta schrift 2 - [mm2] Lysezone

	taleft - Viskositätsdifferenz mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan
	ta schrift 2 - 0,010
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - [mPas]

	taleft - Xylazymetabletten
	ta schrift 2 - 0,050
	ta schrift 2 - 2
	ta schrift 2 - Extinktion

	taleft - Farbreaktion
	ta schrift 2 - 0,005
	ta schrift 2 - 1,6
	ta schrift 2 - Extinktion

	taleft - Agardiffusion mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan
	ta schrift 2 - 0,005
	ta schrift 2 - 20–85
	ta schrift 2 - [mm2] Lysezone

	taleft - Viskositätsdifferenz mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan
	ta schrift 2 - 0,010
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - [mPas]

	taleft - Xylazymetabletten
	ta schrift 2 - 0,050
	ta schrift 2 - 2
	ta schrift 2 - Extinktion

	taleft - Farbreaktion
	ta schrift 2 - 0,050
	ta schrift 2 - 0,4
	ta schrift 2 - Extinktion

	taleft - Viskositätsdifferenz mit ultraschallbehandeltem Haferspelzenxylan
	ta schrift 2 - 0,025
	ta schrift 2 - 4
	ta schrift 2 - [mPas]

	taleft - Xylazymetabletten
	ta schrift 2 - 0,050
	ta schrift 2 - 2
	ta schrift 2 - Extinktion

	stor - Tabelle 50 zeigt eine Aufstellung einiger zu Fütterungsversuchen verwendeter Enzympräparat...
	stort - 
	TabelleTitel - Tabelle 50: Enzymzugabe in Fütterungsversuchen

	tahead - 
	tahead - Aktivität [IE/g]1
	tahead - 50% Restaktivität [IE/ml]2 Detektierbar mit Enzymbestimmungsmethode
	tahead - 
	tahead - 
	tahead - 
	tahead - Agardiffusion
	tahead - Viskosität
	tahead - Chromogene Substrate
	tahead - Farbreaktion
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 2262

	ta schrift - 0,200
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 52

	ta schrift - nein
	ta schrift - nein
	ta schrift - n.b.
	ta schrift - n.b.
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 1706

	ta schrift - 0,170
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 689

	ta schrift - 0,070
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - n.b.
	ta schrift - n.b.
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 1173

	ta schrift - 3,760
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 36

	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - n.b.
	ta schrift - n.b.
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 3760

	ta schrift - 0,004
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 12820

	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - n.b.
	ta schrift - n.b.
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 233

	ta schrift - 0,020
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 1370

	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - n.b.
	ta schrift - n.b.
	taleft - Xylan
	ta schrift 2 - 12780

	ta schrift - 63,900
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	taleft - b–Glucan
	ta schrift 2 - 2530

	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - ja
	ta schrift - n.b.
	Tabellenfußnote - 1Im Rahmen dieser Arbeit mittels DNSS–Test bestimmt, 2Angenommen: 100% Extrakti...
	stor - 

