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4. Materialien, Methoden und Versuchsdurchfiihrung

4.1 Charakterisierung der Enzyme

In den Untersuchungen wurden kommerzielle Rohenzympréaparate aus verschiedenen mikrobi-
ellen Stammen verwendet. Diese mufSten zuvor charakterisiert werden, um z.B. die Grolf3e ihrer
Aktivitat auf die Substrate Xylan und B—Glucan zu beriicksichtigen, damit vergleichbare Enzym-

aktivitdten in den Bestimmungsmethoden eingesetzt werden konnten.

4.1.1 Extraktionsmethode

Feste Proben, wie Getreide, Futtermittelmischungen und gecoatete Enzympréaparate muften ex-
trahiert werden, um Enzyme und stérende Komponenten fiir Untersuchungen durch Uberfiih-

rung in die fliissige Phase zugédnglich zu machen.

Enzympréparate, Getreide und Futtermittelmischungen wurden 1:5 in 20 mM Natriumacetat-
puffer bei pH 6,0 (bzw. 4,5) (s. Anhang) verdiinnt und 30 min bei 30°C (bzw. 60°C bei gecoate-
ten Enzymen) in einem Schiittelinkubator bei 120 upm inkubiert. Die Mischungen wurden an-
schlieRend 10 min bei 10000 X g zentrifugiert. Der pH-Wert des Uberstands wurde gegebenen-
falls auf 6,0 oder 4,5 justiert und fiir maximal 5 Tage bei zwischenzeitlicher Lagerung bei 4°C

fiir Untersuchungen verwendet.

Gefrorene Digesta—Proben wurden im Wasserbad bei 40°C aufgetaut bis sie eisfrei waren. Nach
10 min Zentrifugation bei 10.000 x g wurde der Uberstand abgenommen und in einer Eis/Was-

sermischung bis zum Gebrauch gelagert.

4.1.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurden 50 ul Probe und 1 ml Bradford—Reagenz (Anhang) bei 590 nm
gemischt und nach 5 min bei Raumtemperatur gegen 50 pl Puffer und 1 ml Wasser als Blindwert
gemessen. Die Methode wurde zuvor mit Rinderserumalbumin (RSA) kalibriert [BRADFORD

1976, HOLTZHAUER 1994].

4.1.3 Enzymaktivitét iiber die Bildung von Reduktionsédquivalenten

Damit fiir alle Untersuchungen vergleichbare Enzymaktivititen eingesetzt werden konnten,
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Enzymaktivitdten aller Enzympréparate auf Basis der Bil-
dung von Reduktionsdquivalenten [MILLER 1959, BAILEY 1988] bestimmt. Dabei wurde eine be-
stimmte Enzymmenge in Internationalen Einheiten angegeben. Eine Internationale Einheit (IE)
ist definiert als die Enzymkonzentration, welche 1 umol Reduktionsdquivalente (als Glucose-

dquivalente) pro Minute bei 50°C freisetzt. 20 pl einer Enzymlosung wurden zu 200 ul der auf

15



Materialien, Methoden und Versuchsdurchfiihrung Charakterisierung der Enzyme

50°C vortemperierten 0,5%igen Substratlosung (5 mg/ml Haferspelzenxylan (Fa. Roth, Karls-
ruhe), CMC, Lichenin (Fa. Sigma, Deisenhofen) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw.
4.5, s. Anhang) pipettiert und bei 50°C fiir 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zu-
gabe von 100 ul Dinitrosalicylsdurereagenz (Anhang) gestoppt und 5 min im Wasserbad ge-
kocht, in Eiswasser auf Raumtemperatur gekiihlt und mit 1 ml Wasser verdiinnt. Die Absorption
der Losung wurde bei 530 nm im Spektralphotometer gemessen. Das DNSS-Reagenz wurde

iiber eine Glucoseverdiinnungsreihe kalibriert.

4.1.4 Enzymreinigung

Um Enzyme aus fliissigen Rohpraparaten bzw. Extrakten zu trennen, wurden sie {iber eine Ul-
trafiltration (Amicon-Riihrzelle mit einer 10 kD Polysulfonmembran von Sartorius oder Ami-
con, bzw. einer Minitan—Ultrafiltration mit einer 10 kD Polysulfonmembran von Millipore) auf-
konzentriert und anschlie@end umgepuffert (s.u.). Die Umpufferung war notwendig, da die Ex-
traktion der Enzympraparate bei pH 6,0 bzw. pH 4,5 erfolgten, aber die Trennsaulen (s.u.) mit
anderen pH-Werten betrieben wurden. Die Enzympréaparatlosungen wurden iiber eine Fast Pro-
tein Liquid Chromatographie Anlage (FPLC, Pharmacia, Schweden) aufgereinigt und —getrennt.
Die Trennung der Proteinmolekiile erfolgte iiber eine mit einem Chromatographiemedium ge-
packte Saule. Sie wurden nach dem Prinzip der Gelfiltration nach ihrer Grol3e getrennt bzw.

nach Ladung iiber Kationen— oder Anionenaustauscher getrennt.

Ein Filtrationsgel ist eine heterogene Phase, in welchem eine kontinuierliche fliissige Phase in
den Poren einer festen Phase, der Gelmatrix, enthalten ist. In einem Filtrationsgel haben die Po-
ren eine genau kontrollierte Grof3e. Gelmaterial hat eine hohe chemische und physikalische Sta-
bilitdt und geringe adsorptive Eigenschaften. Gele werden aus vernetzten Polymeren herge-

stellt, wie z.B. das Sephadex aus vernetztem Dextran.

Die vernetzten Polymere in Ionenaustauschersdulen sind mit positiv bzw. negativ geladenen

funktionellen Gruppen substituiert und trennen die Molekiile nach Ladung.

Es wurden Gelfiltrations— (Superdex 75 und 200, 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0, s. An-
hang), Kationen- (Sephacryl, Sepharose mit CH,SO, als funktionelle Gruppe, 20 mM Trispuffer
pH 8,1, s. Anhang) und Anionenaustauschsidulen (MonoQ HR mit CH,N*(CHj,);als Anionenaus-
tauscher, 20 mM Trispuffer pH 7,5-8,0, s. Anhang) verwendet (Pharmacia, Schweden).

Die Proteinfraktionen wurden iiber UV-Absorption bei 315 nm identifiziert und fraktioniert ge-
sammelt. Um zu entscheiden, ob eine Fraktion enzymatische Aktivitdt enthdlt wurden jeweils

15 ul entnommen und im Agardiffusionstest (s. Agardiffusionstest) auf Enzymaktivitét getestet.

16



Materialien, Methoden und Versuchsdurchfithrung Charakterisierung der Enzyme

Anhand des Agardiffusionstests und der iiber die Laufzeit aufgezeichneten UV-Absorption der
Proteinbanden (Proteinpeaks) wurde entschieden, welche enzymatisch aktiven Fraktionen ei-
ner Proteinbande zusammengefa3t bzw. verworfen wurden. Anschliellend wurden die zusam-
mengefaldten enzymatisch aktiven Fraktionen mittels Gelelektrophorese (s.u. Gelelektrophore-

se) auf Reinheit gepriift, vereinigt und gegebenenfalls iiber die FPLC weiter aufgereinigt.

4.1.5 Bestimmung der Molmassen und Verteilung der aktiven Komponenten
mit Hilfe der Gelelektrophorese

Die Bestimmung der Molmassen der Proteine und die Detektion der aktiven Komponenten in
den Enzympraparate wurde mittels einer SDS/Polyacrylamid—Gelelektrophorese (Miniprotean
IID Zelle der Fa. Biorad, Miinchen) in Anlehnung an LAMMLI [1970] und der Zymogrammtech-
nik durchgefiihrt [WOLF ET AL. 1995]. Die SDS/PAGE-Gele (s. Anhang) wurden bis auf den Aus-
tausch von 1 ml H,O gegen 1 ml Substratlosung (0,05% Lichenin, Haferspelzenxylan oder Car-
boxymethylcellulose (CMC)) nach Herstellerangabe hergestellt. 20 pug Protein wurde auf die
einzelnen Bahnen des Gels aufgetragen. Die Proteinkonzentration wurde zuvor mit Hilfe des
Bradfordtests bestimmt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Enzympraparate wurde das
SDS aus den Gelen unter gleichmél3iger Agitation (wippen) mit 50%igem Ethanol zweimal fiir
30 min ausgewaschen. Um die Proteine zu renaturieren wurden die Gele mit 20 mM Natrium-
acetatpuffer, pH 6,0 ebenfalls unter gleichméfiger Agitation zweimal fiir 30 min gewaschen
und anschlieBend in 20 mM Natriumacetatpuffer, pH 6,0 bei 40°C fiir 24 h inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Gele mit 0,2%iger Kongorotlosung 10 min und danach zweimal fiir
10 min mit 1 M NaCl-Losung iiberschichtet. Kongorot farbt nur die Bereiche des Gels an, wel-
ches hochmolekulares Substrat enthélt. Durch enzymatische Aktivitdt wurde hochmolekulares
Substrat hydrolysiert, so dald im Gel Zonen entstehen, die nicht vom Kongorot angefarbt werden
konnten. Zur Bestimmung der Molmassen wurden Proteinstandards (Sigma, Pharmacia) mitge-
fiihrt, die nach einer Proteinanfirbung mit Coomassie Brilliant Blau sichtbar wurden. Mit dieser
Doppelfarbetechnik wurden Zymogramme hergestellt, welche die Zuordnung der aktiven Kom-
ponenten zu den einzelnen Gewichtsstandards erméglichten. Damit konnte au3erdem konnte
die Reinheit der aufgetrennten Enzymfraktionen und die Anzahl der Banden mit enzymatischer

Aktivitdt innerhalb der verschiedenen Enzympréparate beurteilt werden.

4.1.6 Bestimmung der pH-Optima

Die pH-Optima wurden mittels DNSS-Test in verschiedenen Puffern bestimmt (Tab. 2). Zur Be-
stimmung der pH-Optima konnte nicht im gesamten Bereich der Phosphatpuffer bestimmt wer-

den, da im Phosphatpuffer die Ca?*-Ionen ausgefallen wéren.
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Tabelle 2: Puffer* zur Bestimmung der pH-Optima

pH Puffer
3,0-4,5 20 mM Glycinpuffer, 10 mM CacCl,
4,0-5,5 20 mM Natriumacetatpuffer, 10 mM CaCl,, 0,02% NaN;
6,0-8,0 50 mM Phosphatpuffer
*siehe Anhang
4.1.7 Temperaturverhalten der Enzympréparate

Enzyml6sungen wurden mit pH 6,0 bzw. pH 4,5 20 mM Natriumacetatpuffer auf 0,5 IE/ul ver-
diinnt. 20 pl Enzymlésung (10 IE) wurden in 200 ul 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
bzw. pH 4,5 fiir 30 min bei 60° inkubiert. Die Temperaturstabilitdt wurde anschlief3end durch

Bestimmung der Restaktivitat mittels des DNSS-Tests (s. 4.1.3) ermittelt.

4.1.8 Bestimmung der isoelektrischen Punkte

Die mittels der FPLC aufgereinigten Proben wurde in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
bzw. pH 4,5 untersucht. Dabei wurden Probenvolumen von 20 ul mit einer Proteinkonzentrati-
on von 10 ug/ml (Bradford-Test) verwendet. Die isoelektrischen Punkte wurden durch isoelek-
trische Focussierung (Pharmacia LKB Multipor 2) mit Ampholine PAG-Platten (Pharmacia)

nach Angaben des Herstellers ermittelt.

4.1.9 Bestimmung der Hydrolysemuster mittels HPLC

Die enzymatischen Hydrolyseprodukte wurden modifiziert nach Puls [PULS ET AL. 1991] herge-
stellt und charakterisiert. Anstelle von Birkenholz—Acetyl-4-O-Methylglucoronxylan wurden

Haferspelzenxylan bzw. —derivate mit anderen Enzympréaparaten hydrolysiert.

1%ige Haferspelzenxylanderivatelosung (unbehandeltes, ultraschallbehandeltes, autoklavier-
tes, carboxymethyliertes Haferspelzen) wurde im Schiittler unter stindiger Bewegung 16-18 h
bei Raumtemperatur mit 1 bzw. 100 IE Enzym in 1 ml 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 5,4
inkubiert. Die hydrolysierten Haferspelzenxylanderivate wurden iiber einen 0,45 um Acetatfil-

ter (Fa. Roth) filtriert und in die HPLC gegeben.

Das hydrolysierte Haferspelzenxylan wurde {iber eine Anionaustauschchromatographie mit ei-
ner HPLC PA1 Saule (Dionex, Idstein) durch Hydroxid— und Acetateluenten getrennt und iiber
gepulste amperometrische Detektion identifiziert. Eluent A war 0,1 N NaOH, Eluent B war
0,1 N NaOH und 1 N NaOAc. Die Laufzeit betrug 45 min . Im Gradientenprogramm wurde die

Konzentration von Eluent B iiber die Laufzeit von 5 auf 100% erhoht (s. Anhang).
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Als Referenzsubstanz diente sauer teilhydrolysiertes Haferspelzenxylan (30 min, 2 M H,SO,,
Raumtemperatur). Die sauer hydrolysierten Haferspelzenxylanderivate wurden mit ca. 1%iger
Ba(OH), Losung bis auf pH 7 neutralisiert, iiber ein 0,45 um Acetatfilter filtriert und in die HPLC
gegeben. Die hydrolysierte Referenzsubstanz wurde mit Standardlésungen (10 mg/1) von Xylo-
se, Glucose und Arabinose (Fa. Sigma, Deisenhofen) charakterisiert. Die hoherpolymerisierten

Xylosen wurden durch Abzihlen ausgehend von dem Xylosestandard identifiziert.

4.2 Aktivitatsbestimmung in komplexen Medien

Um den Einfluf von Futtermittelmischungen und Getreiden auf Enzymaktivitdtsbestimmungen
zu untersuchen wurden Futtermittelmischungen zur Ferkelaufzucht (A), Gefliigelmast (G) und
Mischungen mit dem Hauptbestandteil Gerste (B), Weizen (W), Triticale (T) und Roggen (R)
extrahiert, Getreideextrakte wurden aus Weizen, Gerste und Hafer undefinierter Herkunft her-

gestellt.

Digestaproben wurden aus verschiedenen Abschnitten des Verdauungstraktes von Schweinen
und Broilern entnommen, die mit Futtermischungen mit oder ohne Enzymzusatz gefiittert wur-

den.

4.2.1 Verdiinnung der Enzymlosungen

Die Enzympraparate (s. Extraktionsmethode) wurden bis auf das 10fache der gewiinschten End-
konzentration in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 bzw. pH 4,5 verdiinnt. Der letzte Ver-
diinnungsschritt (1:10) erfolgte in dem Medium (20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 oder
4,5 bzw. Futtermittel-, Getreideextrakt oder Digestafliissigkeit), in dem die Enzymaktivitétsbe-

stimmung durchgefiihrt werden sollte.

4.2.2 Agardiffusionstest

Das angewandte Verfahren basiert auf Angaben von Woob (1988), SIMON (1994), EDNEY ET AL.
(1986). Es wurde zur Bestimmung von Enzymaktivitdten in Digesta und Futtermittelproben ver-
wendet. Dazu wurden 0,5 mg/ml Substrat (Xylan, B—Glucan, Lichenin, CMC) in einer 1,1%igen
Agar-Losung in 20 mM Natriumacetatpuffer, 10 mM CaCl, bei pH 6,0 bzw. pH 4,5 durch Auf-
kochen in der Mikrowelle (600 W) gelost. Sobald die Losung klar war, wurde sie auf ca. 70°C
abgekiihlt und in Schalen gegossen. (Petrischalen aus Polycarbonat, 90 mm Durchmesser, 10 ml
Substratlosung, 50 ul Enzymlosung; Polycarbonatschalen 25 cm X 25 ¢cm, 110 ml Substratlo-
sung, 70 ul Enzymlosung; Plexiglasschalen mit drei Teilen a 20 cm X 10 cm, je 100 ml Substrat-
l6sung, 70 ul Enzymlosung) Nach dem Erstarren des Agars wurden mittels eines Korkbohrers

6 mm grofRe Locher in die Agarplatten gestanzt, in welche die Proben bzw. die Kontroll6sung
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pipettiert wurden. Die Schalen wurden abgedeckt und 24 h bei 40°C inkubiert. Anschliefend
wurde die Agarplatte mit 0,2%iger Kongorotlosung 10 min unter Schwenken gefarbt und da-
nach durch Waschen mit 1 M NaCl-Losung wieder entfarbt. Kongorot farbt nur die Bereiche der
Platte an, die hochmolekulares Substrat enthalten. Durch enzymatische Aktivitit entstehen Zo-
nen mit hydrolysiertem Substrat, so daf3 um die Locher, die mit Enzymlosung gefiillt waren,
runde Lysezonen entstanden. In den Plexiglasschalen wurden die Lysezonen durch den plana-
ren Boden gleichméal3iger. Der Durchmesser der Lysezonen wurden zunéchst visuell mittels ei-
nes Lineals ausgemessen. Spater wurde diese relativ unprazise Messung durch eine Flichenmes-
sung mittels eines Photodokumentationsystems (Raytest, Straubenhardt) ersetzt. In der Aus-
wertung wurde die Fliche der Lysezonen gegen den Logarithmus der Enzymkonzentration

(0,005-1 IE/ml) aufgetragen.

4.2.3 Viskositdtsmessung

Das Substrat wurde aufgekocht, auf 40°C temperiert und die Viskositdt der Substratlosung be-
stimmt. Dann wurde Substratlosung mit Enzympraparat in einem Warmluftschiittelinkubator
(Heidolph Unimax 1000/1010) inkubiert. Als Blindprobe wurde eine Substratlosung mit dem
gleichen Volumen Puffer ohne Enzymzusatz versetzt. Die Viskositdtssenkung der mit Enzympra-
parat inkubierten Substratlosung gegeniiber der Substratlosung ohne Enzymzusatz wurde mit-
tels eines Rotationsviskosimeters (Brookfield Cone/Plate LVDL-II+, Lorch) nach einer definier-

ten Zeit bestimmt.

Zur Bestimmung von B-Glucanasen wurden eine 1%ige Licheninl6sung und eine 2 bzw. 1%ige
Gersten B—Glucanlosung als Substrat benutzt. Die Substratlésungen wurden wie folgt vorberei-

tet:

1 g Lichenin (Sigma, Deisenhofen) wurden in 10 ml Wasser suspendiert, 10 ml 2 M NaOH zu-
gefiigt und die Suspension fiir 15 min geriihrt. Die Losung wurde mit 1 M Natriumacetatpuffer,
pH 6,0 verdiinnt, der pH-Wert auf pH 6,0 mit Essigsdure eingestellt und anschliefend das Vo-

lumen auf 100 ml justiert.

1 bzw. 2 g Gersten B-Glucan (Megazyme, Irland) wurden in 100 ml 20 mM Natriumacetatpuf-
fer, 10 mM CaCl,, pH 6,0 geldst. Die Suspensionen wurde in einem Wasserbad bei 40°C geschiit-

telt, bis sie bei dieser Temperatur partikelfrei war.

Zur Bestimmung von Xylanasen wurde kommerziell erhiltliches und modifiziertes Haferspel-

zenxylan (Fa. Roth, Karlsruhe) verwendet. Es wurde dazu den unter Substratmodifikation be-
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schriebenen Behandlungen unterworfen (autoklavieren, carboxymethylieren, ultraschallbehan-

deln) und als 4-5%ige Losung in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 und 4,5 verwendet.

Zur Enzymaktivitatsbestimmung per Viskositdtsabsenkung wurden verschiedene Methoden aus-
probiert. Anfangs wurden 100 ul Enzymprobe zu 900 ul Substrat gegeben und die Viskositét
nach 5 min Inkubation bei 40°C gemessen. Eine zweite Enzymprobe wurde 35 min inkubiert.
Die Differenz zwischen der 5 min und der 35 min Inkubation wurde gegen die Enzymkonzen-
tration aufgetragen. Als zweites wurde die Viskositit nach 5 bzw. 35 min Inkubation aus dersel-
ben Probe bestimmt. Sie wurde dazu nach dem ersten Ablesen wieder in den Inkubator getan.
Als dritte Alternative wurden 500 pl Substrat und 100 ul Enzymlosung fiir 0,5 bzw. 1 h bei 40°C
inkubiert. Um den Verlauf der enzymatischen Hydrolyse anhand der Viskositdtssenkung zu ver-
folgen, wurden 50 ul Enzym- und 500 pul Substratlosung im Viskosimeter gemischt und die Vis-

kositét alle 30 s abgelesen [VAHJEN ET AL. 1997].

4.2.4 Chromogene Substrate

Chromogene Substrate zur Enzymbestimmung bestehen aus einer enzymatisch hydrolysierba-
ren Komponente und einem Farbstoff. Die hydrolysierbare Komponenten sind verschiedene
Haferspelzenxylanderivate (autoklaviert, ultraschallbehandelt, carboxymethyliert und unbe-
handelt), B—Glucan oder Arabinoxylan. In dieser Arbeit wurden die chromogenen Substrate
nach der Farbstoffkomponete in Substrate mit Reaktivfarbstoffen (iiberwiegend kovalent-ge-

bundenen), anionischen und kationischen Farbstoff eingeteilt.

Chromogene Substrate wurden mit dem jeweiligen Enzympréparat in Natriumacetatpuffer bei
pH 6,0 oder 4,0 bzw. Getreide—, Futtermittelextrakten oder Digestafliissigkeiten inkubiert und
die Differenz aus freigesetztem Hydrolysat mit Farbstoff nach Abtrennung des unhydrolysierten
gefarbten Substrats photometrisch bestimmt. Enzymaktivitatsbestimmungen mit chromogenen
Substraten, die mit Reaktivfarbstoffen (Remazol Brilliant Blue, etc.) gekoppelt sind, wurden mit
Ethanol gestoppt. Das Ethanol diente gleichzeitig als Fallungsmittel fiir das nicht hydrolysierte
hochmolekulare Substrat. Bei den kommerziellen Substraten wurde nach Angaben des Herstel-
lers (Megazyme, Irland) die enzymatische Reaktion durch Verschiebung des pH-Wertes mit
Tris-Losung gestoppt und nicht hydrolysiertes Substrat durch Filtration abgetrennt. Die enzy-
matische Reaktion mit dem kationischen Farbstoff (Rutheniumrot) wurde durch Kiihlung auf
Eis gestoppt und nicht hydrolysiertes Substrat abfiltriert. Die Freisetzung der ionischen Farbstof-

fe durch enzymatische Reaktion kann nur direkt im Photometer verfolgt werden.
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4.2.4.1  Substrate mit Reaktivfarbstoffen

Die verschiedenen modifizierten Haferspelzenxylane (ultraschallbehandelt, autoklaviert, car-
boxymethyliert) wurden mit folgenden Reakivfarbstoffen der Fa. Sigma (Deisenhofen) gekop-
pelt (z. T. kovalent gebunden: Remazol Brilliant Blue R, Reaktivgelb (Reactive Yellow 86), Re-
aktivorange (Reactive Orange 14), Reaktivgriin (Reactive Green 19), Reaktivrot (Reactive Red
2), Reaktivschwarz (Reactive Black 5), Reaktivviolet (Remazol Brilliant Violet 5R), Cibacron
Blue 3 GA, Basilin Blue E-3G, Azure A, Azure B (s. chemische Substratmodifikation). 0,5, 6 bzw.
20 mg/ml chromogenes Substrat wurden in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 gelost bzw.
suspendiert und gegebenenfalls soweit weiter verdiinnt, bis die Messung (Wellenlédnge s. Tab.
47) innerhalb des linearen Bereichs des Lambert-Beerschen Gesetzes durchgefithrt werden
konnte. Die Losungen wurden auf 30, 40 bzw. 50°C vortemperiert. 275 ul Enzymlésung (25 ul
Enzyml6sung und 250 ul Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittelextrakt) wurde in einem Reak-
tionsgefafd mit 250 ul chromogener Substratlésung vermischt und 10, 20, 30, 60, 120, 180 min
in einem Wasserbad bei 30, 40 bzw. 50°C inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ml Ethanol gestoppt und die Mischung 10 min bei 9000 Xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in eine Kiivette pipettiert und die Absorption des freigesetzten Farbstoffs in
einem auf 30, 40 bzw. 50°C temperierten Probenkarussel gegen den gleichbehandelten Blind-
wert gemessen. Der Blindwert bestand aus 250 ul chromogener Substratlosung und 275 ul Na-
triumacetatpuffer bzw. 250 ul chromogener Substratlosung, 250 ul Futtermittelextrakt und

25 ul Natriumacetatpuffer.

Zur Bestimmung von Xylanase— und B—Glucanaseaktivititen wurden zwei kommerzielle chro-
mogene Substrate: Xylazyme und B-Glucazyme Tabetten bzw. Losungen (Megazyme, Irland)
eingesetzt. Die Messung der Enzymaktivitdt durch die Freisetzung von gefarbten Hydrolysepro-
dukten wurde wie bei MEGAZYME 1995 beschrieben, durchgefiihrt. Fiir die Tablettentests wur-
den 500 pl Probe fiir 10 min bei 40°C vorinkubiert. Nach Zugabe einer chromogenen Substrat-
tablette je Probe wurde die Reaktionsmischung fiir 10 min bei 40°C inkubiert. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml 2%iger Trislosung gestoppt. Die Absorption des frei-
gesetzten gefdrbten Hydrolysats wurde nach Filtration bei 590 nm im Photometer gegen den

gleichbehandelten Blindwert gemessen.

Die Fliissigtests wurden durch Zugabe von 50 pl Probe zu 450 pl 1%iger chromogener Substrat-
16sung einstiindiger Inkubation bei 50°C und Féllung des farbstoffgekoppelten Substrats mit
1 ml Ethanol durchgefiihrt. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000 x g wurde die Absorption des
freigesetzten Farbstoffs im Uberstand bei 590 nm gegen den gleichbehandelten Blindwert im

Photometer gemessen.
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4.2.4.2  Substrate mit ionischen Farbstoffen

Die verschiedenen modifizierten Haferspelzenxylan (ultraschallbehandelt, autoklaviert, car-
boxymethyliert) wurden ionisch nach Woob, FULCHER [1978] mit folgenden Farbstoffen der Fa.
Sigma (Deisenhofen) gekoppelt: Kongorot, Calcufluor, Trypanblau, Brilliant Yellow
(s. chemische Substratmodifikation). Die enzymatische Freisetzung der ionischen Farbstoffe
wurde als Zeitverlaufsmessung (15-30 min) in einem Photometer (Ultrospec 2000, Pharmacia
Schweden) mit einem auf 50°C temperierten Probenkarussel verfolgt. 0,5 mg/ml chromogenes
Substrat wurde in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 gelost bzw. suspendiert und gegebenenfalls
soweit weiter verdiinnt, daf} die Messung innerhalb des linearen Bereichs des Lambert-Beer-
schen Gesetzes durchgefiihrt werden konnte. Die Losung und der Blindwert wurde auf 50°C vor-
temperiert. Dann wurden 50 pl Enzymlésung (0,5 bzw. 1 IE) in mit 500 pl Natriumacetatpuffer
bzw. Futtermittelextrakt in der Kiivette mit 500 ul chromogener Substratlosung vermischt und
der Extinktionsverlauf gegen den gleichbehandelten Blindwert aufgenommen. Der Blindwert
bestand aus 500 pul chromogener Substratlésung und 550 ul 20 mM Natriumacetatpuffer bzw.

500 ul chromogener Substratlosung, 500 ul Futtermittelextrakt und 50 ul Natriumacetatpuffer.

4.2.4.3 Substrat mit kationischem Farbstoff (Rutheniumrot)

Die Enzymaktivitdtsbestimmungen mit Ruthenimunrot erfolgten nach der Methode von Resci-
gno [RESCIGNO ET AL. 1994] mit dem Unterschied, da® Carboxymethylxylan (CMX) anstelle von
Carboxymethylcellulose verwendet wurde. 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 wurden mit
1 mM EDTA versetzt, um freie Rutheniumkationen durch Komplexbildung vor Oxidation zu
schiitzen. Eine Losung mit 3 mg/ml Rutheniumrot—Carboxymethylxylan (RR-CMX) wurde auf
40°C vortemperiert. 550 pul Enzymlésung in 20 mM Natriumacetatpuffer bzw. Futtermittelex-
trakt wurde in einem Reaktionsgefaly mit 500 ul RR—-CMX-Losung gemischt und 30 min bei
40°C auf dem Wasserbad inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch Kiihlung auf Eis
gestoppt. Dann wurde iiber einen 0,45 um Celluloseacetatfilter in eine Kiivette filtriert und die
Absorption des freigesetzten Farbstoffs bei 535 nm in einem auf 40°C temperierten Probenka-
russel gegen einen gleichbehandelten Blindwert bestimmt. Der Blindwert bestand aus 500 ul
RR-CMX-Lo6sung und 550 pl 20 mM Natriumacetatpuffer bzw. 500 ul RR—-CMX-Losung, 500 ul

Futtermittelextrakt und 50 ul Natriumacetatpuffer.

4.2.5 Farbreaktionsmethode

Enzyme hydrolysieren ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan. Die Hydrolyseprodukte wer-
den mit Reaktivfarbstoffen, wie z.B. Reaktivgriin umgesetzt. Die Differenz zwischen umgesetz-

ten und freien Farbstoff ist ein Mal? fiir die enzymatische Aktivitat.
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Futtermittelextrakt bzw. Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 und 0,5%iges Ultraschallxylan (UX) in
Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 wurden auf 40°C vortemperiert. 200 ul Natriumacetatpuffer
bzw. 200 ul Futtermittelextrakt, 200 ul UX-Losung und 20 pl Enzymlosung wurden in einem
Reaktionsgefal? fiir 1 oder 2 h bei 40°C inkubiert. Dann wurden 50 ul 4 N NaOH zugefiigt, ver-
mischt und 100 pl 0,5%ige Farbstofflosung (Reaktivgriin) zugefiigt, die Mischung fiir 5 min im
Wasserbad gekocht und im Eisbad auf Raumtemperatur abgekiihlt. Danach wurden 1 ml Etha-
nol zugefiigt und 10 min bei 9000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Kiivetten dekantiert
und die Extinktion bei 650 nm gegen die gleichbehandelte Blindprobe bestimmt. Die Blindprobe
bestand aus 200 ul Natriumacetatpuffer oder 200 pl Futtermittelextrakt und 200 ul UX-Losung,

20 ul Natriumacetatpuffer und 100 ul Farbstofflosung.

4.3 Substratmodifikationen

Substrate zur Enzymbestimmung sollten so modifiziert werden, da® der Nachteil der Chargen-
abhangigkeit ausgeglichen, die Nachweisempfindlichkeit verbessert und zuverlassigere, ver-
gleichbarere Ergebnisse erreicht werden. Die Substratmodifikationen wurden in physikalische,

chemische und biologische Modifikation unterteilt.

4.3.1 Physikalische Substratmodifikation

Ein Ziel der physikalischen Modifikationen war die Loslichkeitsverbesserung. Als geldstes Sub-
strat wurde im Rahmen dieser Arbeit der Anteil definiert, der sich nach 10 min Zentrifugation

bei 12000 X g nicht sedimentierte.

Zur Oberflachenvergroflerung wurden 1,0 g Haferspelzenxylan mit 5,7 ml Ethanol auf einem
Magnetriihrer verriihrt, anschlieend 90 ml H,0O zugegeben und unter stdndigem Riihren auf-
gekocht. Nach dem Aufkochen wurde noch ca. 30 min ohne Warmezufuhr weitergeriihrt [Mc-
CLEARY 1995]. Der nicht geloste Anteil wurde nach dem Abzentrifugieren {iber Trockensubstanz

(TS) (s. Substratcharakterisierung) bestimmt.

Weiterhin wurde versucht, 1-4% unbehandeltes Haferspelzenxylan durch Kochen in der Mikro-
welle (2-4 min, 360 W) auf der Heizplatte (8-24 h) im Riickflul3 (24 h, 48 h) in Wasser bzw.
in 20 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0 zu 16sen. Anschliel3end wurde 10 min bei 12000 X g zen-
trifugiert und in Uberstand und Zentrifugat getrennt und der geldste Anteil iiber die Trocken-

substanz bestimmt.

2 g bzw. 2,5 g Haferspelzenxylan (unbehandelt bzw. carboxymethyliert o. 0,5 g f—Glucan) wur-
den in 55 ml Wasser bzw. 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 suspendiert (ca. 5 ml Fliissig-

keitsverlust), durch Aufkochen in der Mikrowelle (2 min, 360 W) suspensiert, in ein 50 ml Pla-
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stikgefald gefiillt und mit einem Bandelin Sonopuls GM 70 (70 W, 20 kHz) mit 70 Zyklen 1,5 h
ultrabeschallt. AnschlieRend wurde 10 min bei 12000 X g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
in der Mikrowelle erhitzt und heil? {iber einen Glasfaserfilter (Sartorius) und einen 0,45 um Ace-
tatfilter (Fa. Sartorius o. Roth) filtriert, um eine homogene Losung zu erhalten. Das geloste
Haferspelzenxylan wurde direkt aus der Losung oder mittels des doppelten Volumens Ethanol
bzw. Isopropanol gefillt, anschlie3end gefrier— oder luftgetrocknet, um als Substrat fiir Enzym-

aktivitdtsbestimmungen eingesetzt werden zu konnen.

Unbehandeltes Haferspelzenxylan wurde im Trockenschrank bei 105°C 24 h getrocknet (getem-

pert), um eingelagertes Wasser zu entfernen.

4,0 g bzw. 5,0 g unbehandeltes Haferspelzenxylan wurden in ca. 50 ml Wasser suspendiert und
30 min bei 121°C autoklaviert. Es entstanden zwei Phasen. Der Uberstand wurde abgenommen,
und 10 min bei 12.000 Xg zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in 1-3 ml Wasser suspendiert
und erneut autoklaviert. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt. Nach der dritten Autoklav-
behandlung und Zentrifugation entstanden drei Phasen. Die obere, fliissige Phase wurde als P1,

die mittlere Phase als P2, die untere, feste Phase als P3 bezeichnet.

Die verschieden behandelten Haferspelzenxylanmodifikationen wurden iiber eine Gelfiltration
(FPLC, Sephacryl 400 HR, Pharmacia, s. Unterpunkt Enzymreinigung) in Fraktionen von ver-
schiedenen Molekiilgrof3en getrennt oder stufenweise iiber Ultrafilter (Fa. Amicon, Beverly) ge-
trennt, bzw. aufkonzentriert. Fiir Proteine besitzen die Filter folgende Stufen: 300 kD (Kilodal-

ton), 100 kD, 30 kD, 20 kD, 10 kD, 5 kD.

4.3.2 Chemische Substratmodifikation

4.3.2.1  Loslichkeitsverbesserung

Um 1-4% unbehandeltes Haferspelzenxylan in Losung zu bringen, wurde die Suspension auf-
gekocht (Mikrowelle, Heizplatte, 8-24 h im RiickfluR) bzw. 24 h bei Raumtemperatur in
0,1-4 N NaOH, 0,1-4 N KOH, ca. 2 N Ba(OH),, 0,1 N Essigsaure oder 50%iges Ethanol geriihrt.
Weiterhin wurde versucht 1-4%iges Haferspelzenxylan in 2-12 M H,SO,, 10-50%iger H,PO,,
2-20%iger HCI 5, 30, 60 min bzw. 4-24 h lang zu hydrolysieren.
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Abbildung 3: Modellvorstellung Carboxymethylierung von Xylan

Um die Loslichkeit von Haferspelzenxylan in Wasser bzw. Puffer zu verbessern, wurde es car-
boxymethyliert. Es wurde unbehandeltes und ultraschallbehandeltes Haferspelzenxylan car-
boxymethyliert. Es wurden einfach, doppelt und maximal carboxymethyliert. Das ultraschallbe-
handelte Haferspelzenxylan wurde zuvor mit dem doppeltem Volumen Isopropanol aus der Lo-
sung geféllt und an der Luft getrocknet. 20 g Haferspelzenxylan wurden in einem Dreihalskol-
ben mit Riickflullkiihler, Riihrer und Tropftrichter vorgelegt. Es wurden 0,2 g Mono-
chloressigsdure (bzw. 0,4 g fiir die doppelte und 2 g fiir die maximale Carboxymethylierung) in
52 ml bzw. 100 ml Ethanol gel6st und zu dem Haferspelzenxylan gegeben. Die Losung wurde
geriihrt und auf RiickfluRtemperatur erhitzt (80 °C). Eine Losung von 0,65 g (1,3 bzw. 6,5) Na-
OH in 8 (16 bzw. 80) ml Wasser und 72 (144 bzw. 300) ml Ethanol wurde langsam zu der am
Riickfluly kochenden Losung gegeben. Nach Beendigung der Zugabe wurde 15 min weiter ge-
kocht. Nach Abkiihlen wurde das Produkt abfiltriert und mit 80%igem Ethanol gewaschen (Abb.
3) [McCLEARY 1982].

Zur Molmassenbestimmung von Haferspelzenxylan und —derivaten in der GPC (Gelpermeati-
onschromatographie) muf3 Haferspelzenxylan acetyliert werden, damit es in THF (Tetrahydro-
furan) 16slich wird. Die Acetylierung wurde auch zur Substratderivatisierung durchgefiihrt, da-
mit ein intramolekulare Abstandshalter in das Makromolekiil eingefiihrt wird. Zur Acetylierung

wurden verschiedene Bedingungen ausprobiert.

Zur Acetylierung mit Essigsdureanhydrid wurden 1,0 g Haferspelzenxylan in 25 ml Formamid
bei 100°C geldst. Nach Abkiihlen auf ca. 40°C wurden 25 ml Pyridin zugefiigt und die Mischung
in den ersten Versuchen auf 0 oder 10°C durch Eis/Kochsalzmischung gekiihlt bzw. in den néch-
sten Versuch auf 60 oder 100°C im Siliconbad erhitzt. Unter Rithren wurde anschliel3end 20 ml
Essigsdureanhydrid langsam zugetropft. Nach Beendigung der Zugabe wurde noch 2-3 h bei der

gewahlten Reaktionstemperatur (0, 10, 60 oder 100°C) weitergeriihrt. Dann wurde das Reakti-
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onsgemisch in Eis gegossen, das ausgefillte Acetat iiber eine 17D3-Nutsche abgesaugt, mit Ace-

ton aufgenommen, abzentrifugiert, wieder in Wasser ausgeféllt und an der Luft getrocknet.

Zur Acetylierung mit Acetylchlorid wurden 1,0 g Haferspelzenxylan in 25 ml Formamid bei
100°C gelost. Nach Abkiihlen auf ca. 40°C wurden 25 ml Pyridin zugefiigt und die Mischung in
den ersten Versuchen auf 0 oder 10°C durch Eis/Kochsalzmischung gekiihlt bzw. in den néach-
sten Versuchen auf 60°C im Siliconbad erhitzt. Unter Riihren wurde anschliel3end 40 ml Acetyl-
chlorid langsam zugetropft. Nach Beendigung der Zugabe wurde noch 2-3 h weitergeriihrt bei
der entsprechenden Reaktionstemperatur (0, 10 oder 60°C) weitergeriihrt. Dann wurde das Re-
aktionsgemisch in Eis gegossen, das ausgeféllte Acetat iiber eine 17D3-Nutsche abgesaugt, mit

Aceton aufgenommen, abzentrifugiert, wieder in Wasser ausgeféllt und an der Luft getrocknet.

Der Versuch wurde bei Raumtemperatur mit Benzoylchlorid wiederholt, um ein Chromophor in
das Xylanmolekiil einzufiihren, damit es in der GPC (Gelpermeationschromatographie) besser

detektiert werden konnte.

4.3.2.2  Farbstoffkopplung

Anionische Farbstoffe:

Die Farbstoffkopplung mit anionischen Farbstoffen wurde nach WooD, FULCHER (1978) durch-
gefiihrt. Dazu wurde 1 g Haferspelzenxylan (ultraschallbehandelt, autoklaviert, unbehandelt,
carboxymethyliert, enzymatisch) in 100 ml Carbonatpuffer pH 10,0 (s. Anhang) gelost und mit
jeweils 0,1 g der verschiedenen Farbstoffe (Kongorot, Calcufluor, Trypanblau, Brilliant Yellow,
alle von Fa. Sigma, Abb. 4 und 5) 1,5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end wurde die
Losung in 200 ml Isopropanol gegossen und iiber einen Glasfaserfilter bzw. eine Nutsche
(17D3) abfiltriert. Der abfiltrierte Niederschlag wurde mehrfach mit Carbonatpuffer pH 10,0
und anschliel3end mit 60%igem Isopropanol (bestehend aus Carbonatpuffer pH 10,0 und Iso-

propanol) gewaschen und an der Luft getrocknet.
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Abbildung 4: Strukturformeln der ionischen Farbstoffe Kongorot und Calcufluor [WOOD, FULCHER
1978]

Trypanblau
NH» OH NH, OH
N= N—<\ />—<\ } ——N=N
C‘ CH3 \CH3 OO
SOzNa SO3Na SO3Na SOsNa
Brilliant Yellow
N02 N02
SO3Na ——N=N

/TN
Abbildung 5: Strukturformeln der ionischen Farbstoffe Trypanblau und Brilliant Yellow [WOOD,
FULCHER 1978]

Kationischer Farbstoff:

Zur Verwendung des kationischen Farbstoffs Rutheniumrot (Abb. 6) als chromogene Kompo-
nente wurde nach Rescigno et al. 1994 mit dem Unterschied vorgegangen, daf? anstelle von Car-
boxymethylcellulose Carboxymethylxylan eingesetzt wurde, um ein Substrat zur Detektion von
Xylanasen zu erhalten. 1 g Carboxymethylxylanlosung (CMX, unbehandelt und ultraschallbe-
handelt) wurden in 100 ml H,O gel6st und 10 ml 4 mg/ml Rutheniumrotlosung tropfenweise
gemischt und fiir 4 Stunden geriihrt. Die Suspension wurde bei 9000 xg 10 min zentrifugiert.

Das Zentrifugat wurde verworfen. Der Uberstand wurde in das dreifache Volumen Aceton ge-
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gossen und geriihrt. Das ausgefallene Aggregat wurde iiber eine 17D3 Nutsche abgesaugt und
mit Aceton solange gewaschen, bis das Filtrat farblos war. Das Filtrat wurde iiber Nacht bei 40°C

getrocknet.

[(NH3)s Ru O Ru (NH3)4 O Ru (NH3)s]%* + 6CI

Abbildung 6: Rutheniumrot [Sigma 1997]

Reaktivfarbstoffe:

0,2 g Reaktivfarbstoff (Remazol Brilliant Blue R, Reactive Black 5, Reaktivgriin 19, etc.,
Abb. 8-11) wurden zu einer Losung von 2 g Haferspelzenxylan (ultraschallbehandelt, autokla-
viert, unbehandelt) in 30 ml Wasser gegeben und iiber einen Zeitraum von 5 min 10 ml
1 mg/ml Na,SO, zugetropft. Die Mischung wurde durch Zugabe von 10 ml 0,1 g/ml NaOH al-
kalisiert und 90 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das gefarbte Produkt wurde durch Zugabe
des doppelten Volumens an Ethanol geféllt. Das Produkt wurde mit einer Mischung aus Ethanol
und einer 0,05 M wissrigen Natriumacetatlosung im Verhéltnis 2:1 gewaschen, bis es farblos
war. AnschlieBend wurde es mit einem Ethanol-Wasser—Gemisch im Verhéltnis 4:1, mit
100%igen Ethanol und zuletzt mit Aceton gewaschen, anschliel3end an der Luft getrocknet (vgl.

Reaktionsgleichung Abb. 7) [BIELY 1985, 1988].

Xylan — OH, OH -
[Farbstoff] — X A [Farbstoff] — O — Xylan

-H,0, X"

X = Cl, OH, 0SO;Na

Carboxymethylxylan —OQOH , Na3;PO,
[Farbstoff] — X P [Farbstoff] — O —Xylan
- NaX, Na,HPO,

X =Cl, OH

Abbildung 7: Modellvorstellung: Reaktionsschema Carboxymethylxylan und unbehandeltes Xylan mit
Reaktivfarbstoffen

2 g carboxymethyliertes Haferspelzenxylan wurden in 20 ml Wasser durch Aufkochen in der Mi-
krowelle gelost und auf 60°C temperiert. 0,4 g Farbstoff und 2 g Natriumsulfat wurden unter
Rithren zugegeben und 30 Minuten weitergeriihrt. Weiterhin wurden 0,4 ml 0,5 g/ml Na,PO,

zugegeben. Nach weiteren 30 min Rithren wurde die Losung in 40 ml sauren Ethanol (5%ige
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HCl in Ethanol) gegossen. Der Niederschlag wurde abfiltriert, an der Luft getrocknet und in
20 ml Wasser durch Aufkochen erneut gelost. Der Fallungsschritt wurde zweimal wiederholt,

um den ungebundenen Farbstoff aus dem Substrat zu entfernen (s. Reaktionsgleichung Abb. 7)

[McCLEARY 1982].

NH.
O
SOsNa
‘O SO,CH,CH,0OSO3Na
|
O
N

Remazol Brilliant Blue R

i

NaSOCH,CH;— S N= SO3Na

NaSO3CH,CHy—— E—@— N= SO;Na

Reactive Black 5

Abbildung 8: Reaktivfarbstoffe Remazolbrilliant Blue R und Reaktivschwarz [POUCHERT 1985]

N
I
Cl
HoN S

N*(CHg),
Azurin A
N
AN
Ccl
CH3NH S N*(CHa),
Azurin B

Abbildung 9: Azurin A und B [POUCHERT 1985]
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NH,
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‘O CI

Sesns
. ﬂ@

SOzNa
Abbildung 10: Cibacron Blue bzw. Basilin Blue 3 EG [POUCHERT 1985]

NaSO;

o NaSO3
OO NH

N
NasSO3 SoNa \

Reactive Red

L
NaSO;CH,CHr— E—@— N= SOsNa
Reactive Orange 9
HsC—C——NH
Abbildung 11: Strukturformeln der Reaktivfarbstoffe Reaktivorange und Reaktivrot [POUCHERT 1985]

4.3.3 Enzymatische Substratmodifikation

50 ml einer 5%igen Haferspelzenxylanlosung in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0
(s. Anhang) wurden mit 1 ml 50 IE/ml Enzympréparat Barlican® (Trichoderma reesei I) bzw.
Lyxasan® (Aspergillus niger I) versetzt und 1 bis 24 h bei 20 und 40°C geriihrt, in der Mikrowelle
aufgekocht, auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit dem doppelten Volumen von 96%igem Etha-
nol gefallt und abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde gefriergetrocknet und durch Morsern ho-

mogenisiert. Der Versuch wurde mit dem Unterschied wiederholt, daf} das hydrolysierte Xylan
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kontinuierlich abgefiihrt wurde. Dazu wurden 50 ml einer 5%igen Xylanlosung (unbehandelt
bzw. zuvor autoklaviert) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 mit 1 ml 240 IE/ml Enzym-
praparat Barlican® (Trichoderma reesei) bzw. 1 ml 160 IE/ml Lyxasan® (Aspergillus niger) ver-
setzt und 0,5 h bzw. 24 h bei 40°C in einer Riihrzelle (Amicon, Beverly, USA) durch einen
10-kD—Polysulfonfilter (Sartorius, Gottingen) unter Riihren kontinuierlich filtriert. Der
10-kD-Polysulfonfilter 143t alle Molekiile passieren, die <10 kD sind, also auch das Hydrolysat,
hélt jedoch das Enzym zuriick, da es >10 kD ist. Wahrend der Hydrolyse wurde die Riihrzelle
mit 20 mM Natriumacetatpuffer (bei pH 6,0) aufgefiillt. Das Hydrolysat des Haferspel-

zenxylans, welches den Filter passierte, wurde gefriergetrocknet und homogenisiert.

4.3.4 Substratcharakterisierung

Die verschiedenen modifizierten Haferspelzenxylane miissen charakterisiert werden, um ihre
Eigenschaften als Substrat zur Enzymaktivitdtsbestimmung beurteilen zu konnen. Dazu wurde

z.B. Loslichkeit, chemisch gebundenes Wasser, etc. bestimmt.

Um die Konzentration des in Natriumacetatpuffer gelosten Haferspelzenxylans zu bestimmen,
wurden 0,1-1 ml Xylanlésung in vorgewogene 10 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert. Die Rohr-
chen wurden 24 h bei 105°C getrocknet. Nach dem Abkiihlen im Exsiccator wurde die Trocken-

substanz (TS) bestimmt.

Mit dem DNSS-Test sollte untersucht werden, inwieweit sich die Modifikation von Haferspel-
zenxylan auf die Anzahl der reduzierenden Gruppen im Vergleich gegeniiber unbehandeltem
Haferspelzenxylan auswirkt. Als Referenzlosung diente die Reaktion von unbehandeltem
Haferspelzenxylan mit dem DNSS-Reagenz (s. 4.1.3 Enzymaktivitét {iber die Bildung reduzie-
renden Zucker). Dazu wurden zu 200 ul 0,5%ige Haferspelzenxylanderivatlosung 100 pl
DNSS-Reagenz zugegeben, 5 min gekocht, auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit 1 ml Was-

ser verdiinnt.

Untersuchungen zur Bestimmung des chemisch gebundenen Wassers im Vergleich zum freien
Wasser wurden mittels NMR von Herrn Dipl.—Chem. Ingolf Sack (Institut fiir organische Che-
mie, Arbeitsgruppe Limbach, Freie Universitat Berlin) durchgefiihrt. Die Quantitat des chemisch
gebundenen Wassers im Vergleich zum chemisch freien Wasser wurde mittels 'H-Festkor-
per—-NMR bestimmt. Dazu wurden die Proben mit 5 kHz um den magischen Winkel von 54,7°
rotiert und die Spektren in einem 300 Mhz Spektrometer aufgenommen. Die Detektion erfolgte

nach einem einzelnen 90°-Puls im Protonenkanal. Es wurden 160 Scans akkumuliert.
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Die Hydrolyseprodukte verschiedener Haferspelzenxylanmodifikationen wurden in der HPLC
(Fa. DIONEX, Idstein), wie unter Bestimmung der Hydrolysemuster mittels HPLC (4.1.9) bereits

beschrieben, analysiert.

Kongorot gibt mit unbehandeltem Haferspelzenxylan ohne Zugabe von Isopropanol einen Nie-
derschlag (s. Vorschrift ionische Farbstoffe). Hydrolysiertes Haferspelzenxylan wird durch Kon-
gorot nicht angefarbt (s. Agardiffusionstest). Diese Reaktion sollte zur Unterscheidung der ver-
schiedenen Xylanderivate ausgenutzt werden. 1 g Haferspelzenxylan (unbehandelt o. modifi-
ziert) wurde in 100 ml 0,2 M Carbonatpuffer pH 10,0 gelost mit 0,1 g Kongorot versetzt, 1,5 h

bei Raumtemperatur geriihrt und gepriift, ob ein Niederschlag ausgefillt wurde.

Weiterhin wurde versucht, die Molmassen von modifizierten und anschliel3end acetylierten,
bzw. benzoylierten Haferspelzenxylanen in der Gelpermeationschromatographie (GPC) zu be-

stimmen.

Die Absorptionsmaximae der verschiedenen chromogenen Substrate (s. Tab. 47) wurden mit
dem Spektrometer (Ultraspec 2000, Pharmacia) mittels des Programms Wavescan (Pharmacia,

Schweden) iiber einen Wellenldngenbereich von 200 bis 800 nm ermittelt.

Die Viskositat und Loslichkeit von Haferspelzenxylan in Natriumacetatpuffer wurde in Abhén-
gigkeit von der Dauer der Ultraschallbehandlung untersucht, um den optimalen Punkt zu fin-
den, an dem sich moglichst viel Substrat 16st und die Viskositit der Losung geniigend hoch zur
Enzymaktivitdtsbestimmung ist. Eine 5%ige Haferspelzenxylansuspension wurde in Einzelgefa-
Ben verschiedene Zeitrdume der Ultraschallbehandlung (s. 4.3.1 physikalische Substratmodifi-
kation) unterworfen. Dann wurde die Viskositit und die Konzentration (TS) der

Haferspelzenxylanlosung bestimmt.

4.3.5 Futtermittel

Tabelle 3 zeigt die Hauptkomponenten der in dieser Arbeit untersuchten Futtermittel. Futter-
mittel B besteht iiberwiegend aus Gerste, enthilt also mehr B—Glucane als Pentosane. Futtermit-

tel W (Weizen), G (Mais) und R (Roggen) enthalten mehr Pentosane als B-Glucane.
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Futtermittel A besteht zu ungeféahr gleichen Anteilen aus Gerste und Weizen, der f—Glucan— und

Pentosananteil ist ungefahr gleich (Die Abschdtzungen beruhen auf Tab. 1 [JEROCH 1998]).

Tabelle 3: Hauptbestandteile' der Futtermittel

Futtermittel B (Gerste) W (Weizen) R (Roggen) T (Triticale) A (Ferkel- G (Gefliigel-
[%] [%] [%] [%] aufzucht) [%] mast) [%]

Mais - - - - - 30,0
Gerste 7,0 — - - 30,0 —
Weizen - 64 - - 36,0 30,0
Roggen - — 57 - - —
Triticale - - - 62 - _

Sojaboh- 15,5 16,6 10 10 - -

nenprotein

Sojaextrak- - - - - 27,0 28,0

tionsschrot

Sojadl - - - - 2,5 4,7
Tierisches 7 7,0 - - - -
Fett

Cellulose - 5,8 5 5 - -

*Mineral- 1 1,0 1 1 k.a. k.a.

mischung

*Mineralstoff-Vitamin-Vormischung: Inhalt per kg: 1200000 IE Vit. A, 120000 IE Vit. D3, 4000 mg Vit. E,
200 mg Vit. By, 600 mg Vit. By, 2500 mg Niacin, 400 mg Vit. Bg, 4000 g Vit. B1,, 20000 Lg Biotin, 1800 mg

Pantothenic acid, 50000 mg Cholinchloride, 75000 mg Fe, 7500 mg Mn, 10000 mg Zn, 70 mg Co, 150 mg J,
10000 mg Metichlorpindol, 835 mg Methylbenzoat, 160 g Na, 50 g Mg;

liibrige Bestandteile: Kalk u. Aminoséuren, k.a. = keine Angabe

Die Absorptionsspektrum der Futtermittelextrakte A und G (s. Extraktion) wurde wie die der
Farbstoffe mit dem Spektrometer Ultraspec 2000 mittels des Programms Wavescan iiber einen

Wellenldngenbereich von 200 bis 800 nm ermittelt.

0,5%iger Futtermittel A-Extrakt wurde nach Konzentrationsbestimmung mittels der Trocken-
substanzmethode in gleicher Konzentration als Substrat im Agardiffusionstest (0,5 mg/ml) auf

die gleiche Weise eingesetzt wie z.B. Haferspelzenxylan.

Hydrolyseprodukte chromogener Substraten mit gekoppelten Reaktivfarbstoffen bzw. freie Re-
aktivfarbstoffe reagieren mit Komponenten aus der Mischung Futtermittelextrakt/Enzymlo-

sung. Um zu entscheiden, ob die Reaktion mit dem Protein des Enzympréparates oder mit Po-
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lysaccharid aus dem Futtermittel stattfindet, wurde die Enzymkomponente durch Protein simu-
liert. Dazu wurden 500 ul 0,1-0,5%ige Rinderserumalbuminlésung (bzw. 0,1-0,5%iger Futter-
mittelextrakt) in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 mit 500 ul 1 bzw. 0,1%iger
RBB-Losung vermischt und 5-60 min bei 50°C im Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkiihlen
wurde abzentrifugiert und gegen eine entsprechende Referenzl6sung ohne Rinderserumalbu-

min gemessen.

Wenn freier Reaktivfarbstoff bzw. Hydrolyseprodukte mit gekoppelten Reaktivfarbstoffen mit
Polysacchariden aus dem Futtermittelextrakt reagieren, so sollte ein Uberschuf von freiem Re-
aktivfarbstoff die reaktiven Gruppen der Polysaccharide absattigen, so dal der enzymatisch frei-
gesetzte Farbstoff bzw. Hydrolyseprodukte mit Reaktivfarbstoff nicht mehr mit Polysacchariden
aus dem Futtermittel reagiert. Die freigesetzten Hydrolyseprodukte mit Reaktivfarbstoff sollten
dann nach der Ethanolfillung und anschlieRender Zentrifugation im Uberstand photometrisch

mel3bar bleiben.

Um diese Moglichkeit der ,,Maskierung® reaktiver Gruppen fiir die Enzymaktivitdtsbestimmung
im komplexen Medium auszutesten wurden 20 mg/ml chromogenes Substrat in 20 mM Natri-
umacetatpuffer bei pH 6,0 mit 0,1% RBB geldst bzw. suspendiert, und die Losung wurde auf
50°C vortemperiert, 275 ul Enzymlosung wurden in einem Reaktionsgefal? mit 250 pl chromo-
gener Substratlosung mit freiem RBB vermischt und 1 h im Wasserbad bei 50°C inkubiert. Dann
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 1 ml Ethanol gestoppt. Die Mischung wur-
de 10 min bei 9000 X g zentrifugiert und 15 min bei Raumtemperatur zur Gleichgewichtseinstel-
lung stehen gelassen. Der Uberstand wurde in eine Kiivette pipettiert und die Extinktion in ei-
nem auf 50°C temperierten Probenkarussel gegen eine gleichbehandelte Blindprobe bestimmt.
Die Blindprobe bestand aus 250 ul chromogener Substratlosung mit freiem RBB, 275 ul 20 mM

Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 und 1 ml Ethanol.

Futtermittelextrakt enthélt Polysaccharide [JEROCH 1998]. Die enzymatische Hydrolyse dieser
futtermitteleigenen Polysaccharide soll zur Enzymaktivitatsbestimmung ausgenutzt werden, in-
dem die Hydrolyseendprodukte mit Reaktivfarbstoffen umgesetzt werden. 250 pl Futtermittel-
extrakt und 25 ul Enzymlosung in 20 mM Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 wurden mit 250 ul
0,1%iger Reaktivfarbstofflosung vermischt und 1 h auf einem Wasserbad bei 40°C inkubiert, die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von 1 ml Ethanol gestoppt, die Mischung fiir 10 min bei
9000 X g zentrifugiert und fiir 15 min bei Raumtemperatur zur Gleichgewichtseinstellung zwi-
schen gelésten und ungeldsten Farbstoff stehen gelassen. Der Uberstand wurde in eine Kiivette
pipettiert und die Absorption des freien Farbstoffs in einem auf 50°C temperierten Probenkarus-

sel gegen einen gleichbehandelten Blindwert bestimmt. Der Blindwert bestand aus 250 ul chro-
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mogener Substratlosung, 250 ul Futtermittelextrakt und 25 ul 20 mM Natriumacetatpuffer bei
pH 6,0 und 1 ml Ethanol.

4.4 Enzymbestimmung durch Farbreaktion

Methodenentwicklung: 10 ml 0,5%ige Ultraschallxylanlosung (s. Substratmodifikation) wurde
mit 1 ml 100 IE/ml Enzympréaparat Lyxasan® unter Riihren fiir 48 h bei 40°C hydrolysiert.
400 pl 0,5%ige enzymatisch hydrolysierte Ultraschallxylanlésung wurde entnommen und mit
100 ul 0,5%iger Farbstofflosung (z.B. Reaktivgriin, Abb. 12)

1. 30 min bei 40°C inkubiert,

2. 30 min bei 40°C inkubiert und 5 min gekocht,

3. 30 min bei 40° inkubiert mit 50 ml 4 N NaOH zur Deprotonierung des Farbstoffs alkalisiert
und 5 min gekocht.

Anschliel3end wurden die Proben im Eisbad auf Raumtemperatur abkiihlt, I ml Ethanol zufiigt,
15 min zur Gleichgewichtseinstellung stehen lassen, zentrifugiert, in Kiivetten umgefiillt und so-
fort gemessen. Die Blindprobe bestand aus 100 pl Farbstofflosung und 400 ul Puffer, sie wurde
genau wie die Proben behandelt. Die Versuche wurden ohne Gleichgewichtseinstellung und mit
verschiedenen Reaktivgriinkonzentrationen (0.5, 1, 2, 3%, vgl. Abb. 12) in 20 mM Natriumace-

tatpuffer bei pH 6,0 und hydrolysiertem Ultraschallxylan wiederholt.
NH;

OH
N=N

NH
\_ — NH
{VNTY TN =
I 9 b

H OH SO SOaH OH

SOs3 HO3S H HO3S

SOzH

Abbildung 12: Strukturformel Reaktivgriin 19 [POUCHERT 1985]

Die Enzymaktivitdtsbestimmungen wurden mit 0,05, 0,5, 0,1 und 1%igen Farbstofflosungen
und mit den Enzympraparaten Biofeed plus®, Biofeed Wheat®, Biopract®, Roxazyme®, Avizy-
me®, Energex®, Hostazym X® als Langzeithydrolyseversuche wiederholt. Dazu wurden 20 ml
0,5%iges Ultraschallxylan (UX) in Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 mit 1 ml 5 IE/ml der jeweili-
gen Enzymlosung 100 bis 120 h geriihrt. Als Blindprobe wurden 20 ml 0,5%iges UX in Natri-
umacetatpuffer bei pH 6,0 und 1 ml Natriumacetatpuffer bei pH 6,0 ebenfalls 100 bis 120 h ge-
rithrt. Es wurden jeweils 400 ul Losung entnommen und mit 100 ul 0,1, 0,5 und 1%iger Farb-
stofflosung (Reaktivgriin, Calcufluor, Azurin B, Azurin A, Reaktivorange) und 50 ul 4 N NaOH
5 min gekocht, abgekiihlt, mit 1 ml Ethanol geféllt, zentrifugiert und die Extinktion des farbigen

Uberstands gegen die Blindprobe photometrisch bestimmt.
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	tahead - Futtermittel
	tahead - B (Gerste) [%]
	tahead - W (Weizen) [%]
	tahead - R (Roggen) [%]
	tahead - T (Triticale) [%]
	tahead - A (Ferkel�aufzucht) [%]
	tahead - G (Geflügel�mast) [%]
	taleft - Mais
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 30,0

	taleft - Gerste
	ta schrift 2 - 7,0
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 30,0
	ta schrift 2 - –

	taleft - Weizen
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 64
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 36,0
	ta schrift 2 - 30,0

	taleft - Roggen
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 57
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	taleft - Triticale
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 62
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	taleft - Sojabohnenprotein
	ta schrift 2 - 15,5
	ta schrift 2 - 16,6
	ta schrift 2 - 10
	ta schrift 2 - 10
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	taleft - Sojaextraktionsschrot
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 27,0
	ta schrift 2 - 28,0

	taleft - Sojaöl
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 2,5
	ta schrift 2 - 4,7

	taleft - Tierisches Fett
	ta schrift 2 - 7
	ta schrift 2 - 7,0
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	taleft - Cellulose
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - 5,8
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - 5
	ta schrift 2 - –
	ta schrift 2 - –

	taleft - *Mineralmischung
	ta schrift 2 - 1
	ta schrift 2 - 1,0
	ta schrift 2 - 1
	ta schrift 2 - 1
	ta schrift 2 - k.a.
	ta schrift 2 - k.a.

	Tabellenfußnote - *Mineralstoff–Vitamin–Vormischung: Inhalt per kg: 1200000 IE Vit. A, 120000 IE ...
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	stor - Hydrolyseprodukte chromogener Substraten mit gekoppelten Reaktivfarbstoffen bzw. freie Rea...
	stor - Wenn freier Reaktivfarbstoff bzw. Hydrolyseprodukte mit gekoppelten Reaktivfarbstoffen mit...
	stor - Um diese Möglichkeit der „Maskierung“ reaktiver Gruppen für die Enzymaktivitätsbestimmung ...
	stor - Futtermittelextrakt enthält Polysaccharide [Jeroch 1998]. Die enzymatische Hydrolyse diese...
	ü2 - 4.4 Enzymbestimmung durch Farbreaktion

	storb - Methodenentwicklung: 10 ml 0,5%ige Ultraschallxylanlösung (s. Substratmodifikation) wurde...
	Bild Unterschrift - Abbildung 12: Strukturformel Reaktivgrün 19 [Pouchert 1985]

	stor - Die Enzymaktivitätsbestimmungen wurden mit 0,05, 0,5, 0,1 und 1%igen Farbstofflösungen und...

